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p,-Abhingigkeit und Gleichgewichtsreaktion 
der Aufspaltung der Zucker zu Methylglyoxal. 
IT, Mitteilung: 
Von 
Curt Enders. 
(Aus der Technischen Hochschule und der Wissenschaftlichen Station fur 
Brauerei in Miinchen.) 


(Eingegangen am 20, Juli 1942.) 


Kiirzlich (1) wurde tiber das Vorliegen eines echten thermodynami- 
schen Gleichgewichts in wasseriger Lésung zwischen Maltose und einem 
3C-Spaltprodukt (im folgenden als Triose X bezeichnet), das sich 
oftenbar leicht entsprechend der Gleichung: 

Zucker = Triose X - Methylglyoxal 
irreversibel zu Methylglyoxal umlagert, berichtet. Der Nachweis des 
Gleichgewichts erfolgte indirekt auf Grund der Methylglvoxalmengen, 
die bei volumenkonstanter Destillation unter bestimmten Bedingungen 
in das Destillat iibergehen. 

Die Methylglyoxa!ausbeuten in den Destillaten hangen offenbar ab: 

1. von der Gleichgewichtslage des Zucker = Triose-Gleichgewichts ; 
2. von der Umwandlungsgeschwindigkeit der als erstes Zuckerspalt- 
produkt angenommenen, vorlaufig unbekannten Triose X  (ent- 
weder Glycerinaldehyd oder ein ihm Isomeres ‘) in Methylglvoxal; 


~ ¢ e . y 
3. von der Geschwindigkeit des Uberganges des Methylglyoxals aus 
der Lésung in das Destillat. 


Auf die im Destillat von in gleicher Weise destillierten Zucker- 
lésungen nachweisbaren Methylglyoxalmengen sind, wie schon gezeigt, 
auBer der Zuckerkonzentration die Wasserstoffionenkonzentration und 
die Natur der Puffersalze von Einflui. 

. Ob sich dieser EinfluB auf die Umwandlungsgeschwindigkeit des 
unbekannten Gleichgewichtspartners Triose X zu Methylglyoxal 
erstreckt, kann bei der jetzigen Unkenntnis der Natur dieses Korpers 
experimentell nicht entschieden werden. Von der Zuckerkonzentration 
diirfte diese Umwandlungsgeschwindigkeit unabhangig sein. Dafiir 
spricht die Ubereinstimmung der fiir verschiedene Zuckerkonzentra- 
tionen erhaltenen Gleichgewichtskonstanten. Dagegen mul} die Ab- 
hangigkeit der Destillationsgeschwindigkeit des Methylglyoxals von der 
Wasserstoffionenkonzentration der Pufferlésung und der Natur der 
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PH6 C. Enders: 


Puffersalze bei der Ermittlung der tatsachlichen Lage des Glei 
gewichts: Zucker > Triose X_ beriicksichtigt werden, wie die folgend:) 
Versuche zeigen. 


Pu-Abhaingigkeit der Destillationsgeschwindigkeit von Methylglyoxal, 
Je Smg Methyiglyoxal wurden unter den friiher mitgeteilten 
Bedingungen aus 100 ccm der mit Saure, Lauge oder m/10 Citrat 
puffer auf verschiedene Wasserstoffionenkonzentrationen eingestellten 
Losungen destilliert. 
Tabelle I. 





mg-°/, Methylglyoxal 


PH im Destillat 
— 0,6 20% Schwefelsiure.... 2,73 
— 0,3 10% Salzefiure........ 2,38 
1 etwa 3% Salzsaure.... 2,26 
4 1,94 
7 Citratpuffer ........... 1,42 
9 0,18 
11 5% Natronlauge...... 0 


Unter den Bedingungen der Wasserdestillation bei gew6hnlichem 
Druck nehmen die Methylglvoxalausbeuten im Destillat tiber den 
gesamten py-Bereich mit abnehmender Wasserstoffionenkonzentration 
ab. Mit beginnender Alkalitaét nimmt die Destillierbarkeit des Methy!- 
glyoxals sprunghaft ab, entsprechend seiner leichten Umlagerungs- 
fahigkeit in Milchsdure durch Alkalien. Wenn trotzdem bei der Destilla- 
tion alkalischer Maltoselésungen verhaltnismaBig hohe Methylglyoxal- 
ausbeuten in den Destillaten gefunden wurden, so deutet dieses nur 
darauf hin, daB in. alkalischem Milieu das Gleichgewicht: Zucker 
= Triose X stark in Richtung der Bildung der Triose X verschoben ist. 


Bei der Destil!ation von 100 ccm einer Lésung von 4g Maltose in 
10 %iger Natronlauge (1) wurden 6,6mg Methylglyoxal im Destillat 
erhalten. Wie ein Reihenversuch zeigte, geht diese Methylglyoxalmenge 
bei der Destillation von in 10 %iger Natronlauge aufgeléstem Methyl. 
glyoxal gerade dann tiber, wenn 100 ccm einer frischbereiteten Losung 
von 4g Methylglyoxal in 10 %iger Natronlauge sofort der Destillation 
unterworfen werden. In 10° iger Natronlauge ist also das Gleich 
gewicht Maltose = Triose X — Methy!glyoxal praktisch vollstandig in 
Richtung der Triose X und somit der Methy!glyoxalbildung verschoben. 
In 10°/,iger Natronlauge besteht also das Maltosemolekiil als solches 
nicht mehr, sondern es liegt praktisch nur eine Lisung von Triose X 
bzw. Methylglyoxal vor. Dieses Ergebnis deckt sich mit der von 
Fischler (2) durch einfache Reagensglasversuche sowie auf Grund des 
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Reduktionsvermégens von Dioxyaceton und Methylglyoxal in alkalischer 
Lisung aufgestellten Behauptung, dai das Zuckermolekiil in alkalischer 
Lisung zu Triosen aufgespalten ist und diese die Ursache des Reduktions- 
vermégens der Zucker seien. Auch unter Beriicksichtigung der py-Ab- 
hangigkeit der Destillationsgeschwindigkeit von Methylglyoxal bleibt 
das Minimum der Zuckeraufspaltung bei py 1 erhalten, da die py-Ab- 
hingigkeit der Methylglyoxalbildung bei der Destillation von Maitose- 
jjsungen im sauren Gebiet wesentlich gréBer ist als diejenige des Uber- 
yangs des Methylglyoxals in das Destillat und diese einen langsamen 
Abfall, aber kein Minimum bei py 1 mit abnehmender Aciditat er- 
kennen JaBt. 


Jinflu8 von Puffersalzen auf die Destillationsgeschwindigkeit 

von Methylglyoxal, 

Der begiinstigende EinfluB des Citratpuffers auf die Methyl- 
glyoxalbildung bei der Destillation von Maltoselésungen wurde bereits 
friiher (1) festgestellt. Phosphatpuffer férdert die Methylglyoxal- 
bildung aus Maltose ebenfalls, jedoch in geringerem MaBe als Citrat- 
puffer, wie inzwischen gefunden wurde. Die Steigerung der Methyl- 
glyoxalbildung aus Maltose durch Citrat und Phosphat beruht nicht 
auf einer durch diese Puffersalze beschleunigten Destillationsgeschwindig- 
keit von Methylglyoxal, wie die in Tabelle Il angegebenen Mengen an 
Methylglyoxal erkennen lassen, die bei der — wie oben — unter gleichen 
Bedingungen ausgefiihrten Destillation von je 5mg Methylglyoxal aus 
100 cem destilliertem Wasser bzw. m/10 Phosphat- und m/10 Citrat- 
puffer im Destillat nachweisbar waren. 


Tabelle II. 





mg-°/, Methylglyoxal 
im Destillat 


PHOMDRDUDUIIOE 6566.05 ceed 0,42 
CMON wiiaie ctw ass sas 0,57 
ON go en re 1,19 


Aus Salzlésungen destilliert Methylglvoxal langsamer als aus salz- 
freien Lésungen. Wenn trotzdem bei der Destillation von gepufferten 
Maltoselésungen mehr Methylglyoxal gefunden wurde als bei der von 
Lésungen in dest. Wasser, so ist dies dadurch zu erklaren, da sich 
die Verschiebung des Gleichgewichts Zucker = Triose X in Richtung 
der Bildung des 3 C-Kérpers durch Puffersalze mehr auf die in den 
Destillaten gefundenen Methylglyoxalmengen auswirkt als der ver- 
zogernde EinfluB der Puffersalze auf die Destillationsgeschwindigkeit 
des Methylglyoxals. 

18* 
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Volistiindige Uberfiihrung von Maltose in Methylglyoxal 
in neutraler Lésung, 


Wie bereits vorlaufig mitgeteilt, findet bei der volumenkonstanten 
Destillation von neutralen Maltoselésungen solange Methylglyoxai- 
bildung statt, wie Zucker in der der Destillation unterworfenen Lésuny 
vorhanden ist. 


Folgende Versuche fiihrten zu dieser Feststellung: 


0,1 g Maltose wurden in 200 cem destilliertem Wasser gelést und aus 
einer Glasschliffapparatur im Olbad bei 175 bis 200°C destilliert. Da. 
Volumen der Zuckerlésung wurde durch gleichmaBiges Zutropfen von 
destilliertem Wasser konstant gehalten. Wahrend einer Destillation von 
4 bis 5 Stunden ging jeweils etwa 1 Liter Destillat iiber. Der Methylglyoxa| 
gehalt in den Destillaten wurde wie friither jodometrisch nach Wiéillstdatte) 
Schudel ermittelt. Die Werte lagen anfangs etwas héher (um 0,85 mg®, ), 
blieben dann ziemlich gleichmaBig (0,20 bis 0,30 mg%), bis schlieBlich niu 
noch Spuren (0,06 bis 0,08 mg%) festgestellt werden konnten, die den 
Leerwerten mit destilliertem Wasser entsprachen. 


Nach 170 Stunden wurde die Destillation beendet. Die der Destillation 
unterworfene Lésung war nahezu farblos und enthielt nur Spuren eines 
braunen Niederschlags, der abfiltriert wurde. In der Lésung konnte wede: 
mit dem Molisch-Reagens, noch mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin Zucke: 
nachgewiesen werden. Bis zur Beendigung der Destillation wurden 41 Lite: 
Fliissigkeit destilliert, in der die Gesamtmenge von 114 mg Methylglyoxal 
festgestellt wurde. Als Leerwert fiir das verwandte Wasser wurden 28,7 my 
(= 0,07 mg ,,Methylglyoxalreduktionséquivalent’: in 1 Liter dest. Wasse: 

41) abgezogen, so daB also 85,494 der Maltose in Form von Methylglyoxa 
im Destillat gefunden wurden. 

Eine in gleicher Weise durchgefiihrte Dauerdestillation von 0,1 g 
Maltose in Citratpufferldsung von py 7 zeigte nach 127 Stunden negative 
Zuckerreaktion der Maltoselésung. Insgesamt waren nach dieser Zeit 
25,6 Liter Flissigkeit destilliert worden, in denen unter Beriicksichtiguny 
der durch das Wasser gegebenen Blindwerte 61,39, der eingewogenen 
Maltose als Methylglyoxal im Destillat getunden wurden. 


Durch diese Dauerdestillation wurde der gesamte Zucker zum 
Verschwinden gebracht. Unter Beriicksichtigung der verhaltnismabig 
groBen Fehlerquellen, die bei der angewendeten Versuchsanstellung 
gegeben sind, kann festgestellt werden, daB der bei der Destillation ver- 
schwindende Zucker zu einem hohen Prozentsatz (bei idealer Versuchs- 
anstellung sicherlich quantitativ) als Methylglyoxa! im Destillat wiede: 
gefunden wird. Damit ist die fiir ein echtes thermodynamisches Gleich- 
gewicht zu fordernde Verschiebung zugunsten der ausschlieBlichen 
Bildung eines Reaktionspartners — im gegebenen Falle durch sein 
Entfernung aus dem System auf Grund seiner Wasserdampffliissigket 
~ experimentell nachgewiesen. 















Fanten 


VOXA\- 


sunny 


1d aus 

Das 
nh von 
nh von 
yoxal 
statte) 
ng”, ) 
eh mus 
e den 


lation 

eines 
wede; 
hucke) 
| Liter 
lyoxal 
8,7 my 
Vasse) 
lyoxa 


0,1 
gative 
r Zeit 


Ligunyg 


grenen 


Zuni 
mahiy 
e|lung 
n ver- 
suchs- 
ieder- 
Heich- 
lichen 
seine 


igkeit 
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Inwieweit diese bemerkenswerte Umwandlung der Zucker auch im 
neutralen py-Bereich zu einem fliichtigen Spaltprodukt bei technischen 
Prozessen, z. B. der Sirupkonzentration in der Zuckerindustrie, beim 
Wiirzekochen in der Brauerei usw. eine Bedeutung hat, wird weiter 
untersucht. 


Den experimentellen Teil der Arbeit fiihrte Fraulein Wetdert in seht 
anerkennenswerter Weise durch. 


Literatur, 
1) Enders, diese Zeitschr. 312, 349, 1942. — 2) Fischler, Angew. Chemie 
42, 684, 1929. — 3) Fischler u. Lindner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 237, 
1928. — 4) Enders, diese Zeitschr. 312, 342, 1942. 











Untersuchungen tiber Cytochrome. 
Von 
Eduard Beehtold. 
(Aus der Gewerblichen Bervfsschule im Hoppenlau, Stuttgart.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1942.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Bisher gab es noch Griinde fiir die Ansicht, Myog!obin und Cyto 
chrom seien zwei volikommen verschiedene Farbstoffe. In der vor 
liegenden Arbeit werden neue Belege fiir die Méglichkeit der Um 
wandlung von Myoglobin in Cytochrom beigebracht. 


Myoglobin-Cytochrom enthalt natives Globin, 


Es ist bestritten worden, daB der EiweiBanteil des Myoglobin 
Cytochroms nativ sei. Diese Einwande! sind hinfallig, weil aus redu 
ziertem Myoglobin-Cytochrom nicht nur Oxymyoglobin, sondern auch 
saures und alkalisches Metamyoglobin und CO-Myoglobin dargestellt 
werden kann. Zur naheren Begriindung dieser Feststellung geniigt es 
auf die Arbeiten von Hill und Holden (1) und von Haurowitz und 
Waelsch (2) zu verweisen. 


€O0-Myoglobin aus Myoglobin-Cytochrom. 


Wenn dem Myoglobin-Cytochrom keine native EiweiBkomponente 
zugrunde lage, ware es unmdglich, daraus durch Einleiten von CO den 
selben Farbstoff zu erhalten, wie er durch Einleiten von CO in Ox) 
myoglobin entsteht. Die Versuche gelingen in gleicher Weise mit 
Lésungen von kristallisiertem Myoglobin wie mit ungereinigten Farb 
stoffausziigen von Gro8tiermuskeln. Skelettmuskel-Myoglobin zeigt 
eine zuerst von O. Schumm beschriebene Feinheit. Das «-Band 1abt 
bei genauer Betrachtung zwei Streifen erkennen, von denen der kurz 
welligere bei etwa 568 mv. gesehen wird. Bei Herzmuskel-C O-Myoglobin 
fehlt dieser Streifen, dagegen tritt ein ahnliches Band im #-Streifen 
auf. Maximum etwa 538 mu. 

Reduziertes Myoglobin-Cytochrom wurde durch Auflésen von 
kristallisiertem Myoglobin in 1: 100 verdiinntem Pyridin + Na,S,0, 
dargestellt. Um ungereinigte Farbstofflésungen zu erhalten, wurd 
die Herz- bzw. Skelettmuskulatur mit 1: 100 verdiinntem Pyridin 


1 H. Theorell, Bemerkungen zu einer Arbeit von Bechtold u. Pfeil 
sticker: Reversible Umwandlung von Myoglobin in Cytochrom. Dies 
Zeitschr. 310, 422, 1941. 
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Na, S.O, ausgezogen. Wenn geniigend Reduktionsmitte! zugegeben 
wird, besteht der ausgetretene Farbstoff aus reduziertem Mvyoglobin- 
Cytochrom. Andernfatls verwandelt er sich von der Oberflache her in 
Oxymyog!obin, vermischt mit Metamyoglobin. Wird Leuchtgas ein- 
geleitet, so geht reduziertes Myoglobin-Cytochrom sofort in CO-Myo- 
v'obin tiber. CO-Myoglobin wird auch erhalten, wenn das reduzierte 
Myoglobin-Cytochrom zuerst durch Schiitteln mit Luft in Oxymvog!obin 
verwandelt und dann Leuchtgas eingeleitet wird. 


Farbstoffausziige mit Schwefelammonium. 

Wenn Schwefelammonium 1 bis 3 Tage auf Skelett- oder Herz- 
muskulatur einwirkt, so entsteht eine eigenartige Muskelfarbstoff- 
lisung. Sie besitzt nicht etwa, wie zu vermuten wire, das Spektrum 
des reduzierten Myoglobins. Die Lésung weist in der Gegend des 
Streifens von reduziertem Myoglobin kein Band auf. Wird sie mit Luft 
weschiittelt, so erscheinen augenblicklich die beiden Absorptionen des 
Oxymyoglobins. Sie verschwinden jedoch innerhalb kurzer Zeit. Redu- 
ziertes Myoglobin tritt nicht auf. Wird CO eingeleitet, so erscheinen 
die Banden des CO-Myoglobins. Das «-Band zeigt den Schummschen 
Streifen. 

Moéglicherweise liefert diese Beobachtung den Schliissel fiir die 
Erklarung des Verschwindens der Absorptionsbinder nach dem Be- 
decken oxymyoglobinhaltiger Muskelstiticke. 

Uber Schwefelammonium-Myoglobin-Cytochrom wird S. 279 nihe- 
res ausgefiihrt. 


Oxydiertes Myoglobin-Cytochrom. 


Wird eine aus kristallisiertem Myoglobin und 1 : 100 verdiinntem 
Pyridin + Na.S,O, hergestellte Lésung von reduziertem Myoglobin- 
Cytochrom einige Tage im engen Standzylinder (12 mm) sich selbst 
iiberlassen, so entsteht spontan oxydiertes Myoglobin-Cytochrom. 
Wahrend die frischbereitete Loésung violettrote Farbe besitzt und die 
bcd-Absorptionen zeigt, sieht die des oxydierten Myoglobin-Cytochroms 
weiBweinahnlich aus und die genannten Absorptionen sind verschwunden. 
Oxydiertes Myoglobin-Cytochrom ist durch eine unauffallige und nur 
schwer wahrnehmbare Absorption bei 510 bis 490 my. gekennzeichnet. 
Kine noch schwerer festzustellende Absorption beginnt bei etwa 430 mv. 
Zur Herstellung der Lésungen wurden etwa 5 bis 10 mg Farbstoff auf 
5eem verdiinntes Pyridin genommen. Wahrend der Auflésung des 
Myoglobins entsteht kein Oxymyoglobin. Wird zu der weibwein- 
ihnlichen Lésung Na,S.O,4 gegeben, so farbt sie sich alsbald wieder 
violettrot und die Absorptionen des reduzierten Myoglobin-Cytochroms 















E. Bechtold: 


erscheinen. Da ein Eisen-I11-Farbstoff vorliegen mul, wird durc! 


sein Verhalten gegen CO bewiesen. Einleitung von CO bewirkt keine 
Anderung in der Farbe und ebensowenig im Spektrum. Wird nac! 
der CO-Einleitung Na,S,O, zugegeben, so erscheinen die bcd-Ab 
sorptionen oder, falls die Fliissigkeit noch etwas CO enthielt, di 
Streifen des CO-Myoglobins. Ist reduziertes Myoglobin aufgetreten, so 
verwandelt sich dieses nach Einleiten von CO in CO-Myoglobin. CO 
reagiert bekanntlich nicht mit dreiwertigem, sondern nur mit zwei 
wertigem Eisen. Der aus oxydiertem Myoglobin-Cytochrom dargestellt¢ 
reduzierte Farbstoff kann durch Schiitteln mit Luft in Oxymyoglobin 
verwandelt werden. Die Streifen des Oxymyoglobins treten jedoch nur 
fiir kurze Zeit auf. Schon nach wenigen Minuten sind sie wieder ver 
schwunden. In dem Verschwinden der Absorptionen des Oxymyo 
globins kann nichts anderes als das Zeichen der Entstehung von oxy- 
diertem Pyridin-Myoglobin-Cytochrom gesehen werden. Zwar gibt e- 
zweifellos pyridinfreie Myoglobinfarbstoffe ohne Absorptionsspektrum 
wie die Verbindung mit Schwefelammonium beweist. Doch ent- 
scheidet das Ergebnis der Einleitung von CO unzweifelhaft dahin 
daB in der spontan aus reduziertem Pyridin-Myoglobin-Cytochrom 
entstandenen weiBweinfarbenen Lésung ein Eeisen-[11-Farbstoff vor- 
liegt. 

Uberli&t man diese Lésungen mit reduziertem Pyridin-Myoglobin- 
Cytochrom sich selbst, so geht der reduzierte Farbstoff im Verlauf 
mehrerer Stunden spontan in oxydiertes Myoglobin-Cytochrom iiber 
Na,S,O, bewirkt, wie bereits geschildert, Reduktion zu Myoglobin. 
Cytochrom mit den Absorptionsstreifen bed (einschlieBlich z und ) 

Es kommen mithin folgende Farbstoffumwandlungen und Gleich- 
gewichte vor: 


Fe" Oxydiertes 
Pyridin-Myoglobin-Cytochrom 
P \ 
\ 
Fe" Oxymyoglobin <— > reduziertes Pyridin- 


Myoglobin-Cytochrom 


Oxymyoglobin mu8 also nicht unbedingt bei der Umwandlung von 
reduziertem in oxydiertes Myoglobin-Cytochrom auftreten. Die Streifen 
bed kénnen verschwinden, ohne daB die Absorptionen des Oxymyo- 
globins gesehen werden. Diese Feststellung ist viclleicht von Bedeutung 
fiir die Erklarung der Cytochromspektren von Objekten wie Insekten 
brustmuskel, Hefe, Fischseitenlinienmuskel. 
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Es kann zur Zeit nicht nachgepriift werden, ob nur gealtertes 
Myoglobin sich spontan in oxydiertes Pyridin-Myoglebin-Cytochrom 
verwandelt, oder auch frisch gewonnenes. Der seinerzeit von Bechtold 
und Pfeilsticker dargestellte Skelettmuskelfarbstoff hielt sich ziemlich 
lange als Oxymyoglobin, wenn reduziertes Myoglobin-Cytochrom mit 
Luft geschiittelt worden war. 


Cytochrom € reagiert mit Pyridin-Myoglobin-Cytochrom. 


Zu den Versuchen iiber das Zusammenwirkea von Myoglobin- 
Cytochrom bzw. Oxymyoglobin und Cytochrom ¢ wurde das Priparat 
von Kiese benutzt!. Kiese gewinnt Cytochrom ¢ aus Lésungen, die zur 
Darstellung von Myoglobin gedient hatten (3). Der Ursprung dieses 
Priparats diirtte im Zusammenhang mit dieser Untersuchung von 
Bedeutung sein. Theorell und Keilin haben Cytochrom c¢ aus Herz- 
muskulatur dargestellt und dabei das vorhandene Myoglobin entfernt. 
Bei Kiese hingegen bildete der myoglobinhaltige Lésungsrest den 
Ausgangspunkt fiir die Darstellung des Cytochroms c. 

Nach dem Auflésen in 1 : 100 verdiinntem Pyridin lag das Cytochrom 
von Kiese in oxydiertem Zustand vor. Dieser ist durch keine markanten 
Banden gekennzeichnet. Kurze Zeit nach der Auflésung erscheint ein 
kleiner Teil des Farbstoffs in reduzierter Form. Na,S.,O, reduziert 
den gesamten in der Lésung enthaltenen Farbstoff, wie an der Intensitits- 
zunahme der x- und f-Absorption erkannt wird. Die x-Bande bei 
550 my, ist symmetrisch und ziemlich scharf begrenzt, die 3-Bande bei 
520 my. befindet sich inmitten eines schwachen, doch deutlich wahr- 
nehmbaren Schattens, der sich von 525 bis 515 my. erstreckt. In ver- 
diinntem Pyridin lést sich Cytochrom ¢ von Kiese mit violettroter 
Farbe wie Myoglobin-Cytochrom. Durch Schiitteln mit Luft laBt es 
sich bis auf den kleinen Anteil, der kurz nach dem Auflésen reduziert 
auftritt, glatt oxydieren, wie an dem Verschwinden der Absorptionen 
bei 550 und 520 my erkannt wird. CO-Kinleitung blockiert die Oxy- 
dation des reduzierten Cytochroms. 

Bei den Versuchen wurden zu 1 cem oxydiertem Myoglobin-Cyto- 
chrom 2 Tropfen in verdiinntem Pyridin geléstes Cytochrom ¢ gegeben 
Sofort verschwand der kleine Anteil des reduzierten Cytochroms ce. 
Die Mischung der beiden Farbstoffe sah weiBweinfarben aus. Auf 
Zugabe von Na,S,O, wurde die Lésung sofort violettrot und zeigte 
das ) < c-Spektrum, wihrend eine Gegenprobe ohne Cytochrom ¢ ein 
b >c-Spektrum aufwies. In der Mischung war / eindeutig weniger 


1 Herrn Doz. Dr. Kiese vom Pharmakologischen Institut der Universitat 
Berlin spreche ich auch an dieser Stelle fur die freundliche Uberlassung des 
Praparats meinen verbindlichsten Dank aus. 
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intensiv als in der Gegenprobe. Es konnte mit Sicherheit festgeste!|) 
werden, da nur bei 550 und nicht auch bei 552 my. eine Absorptio: 
vorhanden war. Nach diesem Befund scheint in der Mischung de: 
Farbstoffanteil, dem die Absorption ¢ des Pyridin-Myoglobin-Cyto 


chroms bei 552 mv. zugrunde liegt, nicht mehr fiir sich vorhanden zu 
sein. Sie diirfte sich mit dem Cytochrom von Kiese vereinigt haben 
Auch ein Teil der Komponente, die der Myoglobin-Cytochromabsorption / 
entspricht, scheint mit dem Cytochrom von Kiese in Verbindung getreten 
zu sein, Das spektrale Bild der Mischung glich dem, das am Insekten 
muskel gesehen wird. Es fehlte nur die Absorption a. Als nun mit 
Luft geschiittelt wurde, trat sofort die erste der beiden Absorptionen 
des Oxymyoglobins bei 575 bis 585 my. auf, dazu die Absorption des 
Cytochroms c bei 550 my. Eine zweite Absorption des Oxymyoglobins 
bei 550 bis 585m konnte nicht beobachtet werden. Schon nach 
5 Minuten war die Oxymyog!obinabsorption bei 575 bis 585 my. ver 
schwunden. Der Streifen des Cytochroms ¢ bei 550 mu war noch zu 
sehen, erschien jedoch bereits weniger intensiv. Nach 15 Minuten war 
auch dieser restlos verschwunden. Cytochrom c¢ von Kiese ist demnach 
durch Pyridin-Oxymyoglobin zu oxydieren. Die Reaktionen lieBen sich 
wiederholen: Auf Na ,S.O, erschienen die Absorptionen bed. Im 
d-Band konnten die Maxima z, y und x (bei 520 my.) beobachtet werden 
Schiitteln mit Luft ergab wieder die erste Absorption des Oxymyo- 
globins und die des Cytochroms c bei 550 my. Nach wenigen Minuten 
war der Oxymyoglobinstreifen wieder verschwunden und der des 
Cytochroms c zum Teil. Nach Verlauf einer Viertelstunde konnte auch 
das Cytochrom ¢ so gut wie nicht mehr gesehen werden. Wenn die 
Mischung vollstandig oxydiert war, trat das Spektrum des oxydierten 
Cytochroms auf: bei 510 bis 490 my eine schwache, schwer wahr- 
nehmbare Bande und eine, die bei 430 my. beginnt. Auch wenn nicht 
mit Luft geschiittelt, sondern die Lésung mehrere Stunden sich selbst 
iiberlassen wurde, oxydierte sich die Farbstoffmischung. Selbst 
verstandlich wurden die Versuche mit mehreren frischbereiteten 
Lisungen von Myoglobin-Cytochrom und Cytochrom ¢ wiederholt und 
stets dieselben Ergebnisse erhalten. 


Entstehung von cytochrom-c-analogen Stoffen 
aus Myoglobin-Cytochrom. 

Das wichtigste spektrochemische Merkmal des Cytochroms c ist 
die konstante Lage seiner Bande 550 my. Pyridin- und Hydrazin 
Myoglobin-Cytochrom besitzen demgegentiber eine Bande ¢ bei 552 my 

Aus Herz-Myoglobin-Cytochrom erhalt man jedoch auf folgendem 
Wege innerhalb weniger Sekunden einen Stoff, der wie Cytochrom ¢ 
der Praparate bei 550 mu eine Absorption mit konstanter Lage aufweist. 
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Zu einer Lésung von reduziertem Herz-Myoglobin-Cytochrom werden 
einige Kérnchen Natriumnitrit gegeben. Dann ist vor dem Spektroskop 
zu sehen, wie die vor Versuchsbeginn wenig intensive Absorption c 
bei 552 my. sich zunehmend verstarkt und wie sie von 552 auf 550 mu. 
riickt. In gleichem Mabe nimmt die vor Beginn der Reaktion sehr 
intensive Absorption / an Starke zusehends ab, um innerhalb kurzer 
Zeit ganz zu verschwinden. Inzwischen ist auBer dem Cytochrom c¢ 
bei 550 my ein dem Oxymyoglobin ahnliches Spektrum aufgetreten. 
Das x-Band ist jedoch nach Rot verschoben und befindet sich bei etwa 
590 bis 580 my. Méglicherweise entsteht inaktives Oxvmyoglobin und 
nach einiger Zeit anscheinend etwas Metamyoglobin. Um ganz sicher 
zu gehen, ob das nach Beendigung der geschilderten Reaktion vor- 
handene Cytochrom ¢ nicht etwa zusammen mit dem Myoglobin, 
vielleicht in oxydierter Form, herausgelést worden sei, wurde eine Probe 
reduziertes Myoglobin-Cytochrom durch SchiittelIn mit Luft in Oxy- 
myoglobin tibergefiihrt, CO eingeleitet und so in CO-Myoglobin ver- 
wandelt. Auf Zugabe von Na,S.O, miibte eventuell vorhandenes 
oxydiertes Cytochrom ¢ durch seine Absorption bei 550 my, in Er- 
scheinung treten. Das war nicht der Fall. Es wurden jedoch auch 
Herzen bei den Untersuchungen gefunden, die von vornherein einen 
Gehalt an Cytochrom ¢ aufwiesen. In diesen Fallen ist die Absorption ¢ 
in der Farbstoffauslésung intensiver als b, sie befindet sich bei 550 my. 
und nicht bei 552 mu: eine CO-Probe eriibrigt sich. 

Mit Skelettmuskelmyoglobin gelingt die Reaktion nicht. 

Natriumnitrit vermag also aus Herzmuskel-Pyridin-Mvyoglobin- 
Cytochrom einen Stoff zu erzeugen, der wie das Cytochrom ¢ der Pra- 
parate bei 550 my. eine konstante Absorption besitzt. 

Auber der Bande bei 550 my. tritt regelmaBig noch eine andere 
bei 538 my. auf, die irgendwie mit der bei 550 my. in Verbindung stehen 
mu. Wird in die Lésung, die durch Natriumnitrit gebildetes Cyto- 
chrom c enthalt, CO eingeleitet, so scheint der Anteil des Farbstoffs 
bei 538 my. zuzunehmen. 

Kin anderer Weg, einen Stoff mit der Absorption des Cytochroms ¢ 
bei 550 my aus Herzmuske! darzustellen, war folgender: Herzmuskel 
wurde mit verdiinntem Pyridin + wenig Na,S.O, ausgezogen. Nach 
dem Filtrieren lag Oxymyoglobin mit etwas Metamyoglobin vor. 
Ferricvankalium wandelte den gesamten Farbstoff im saures Meta- 
myoglobin um. Durch Zugabe von N Hg, entstand alkalisches Meta- 
myoglobin. Nach Reduktion mit Na. S.0O,trat be-Myog!obin-Cytochrom 
auf. ¢ befand sich nicht bei 550 my, sondern bei 551 oder 552 my. Das 
spektrale Bild wurde noch eindringlicher, als etwas verdiinntes Pyridin 
zugegeben wurde. Durch Schiitteln mit Luft wanderte die c-Absorption 
auf 550mu. Wenn gewohnliches Pyridin-Myoglobin-Cytochrom §vor- 
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gelegen ware, so hatte nunmehr auch Oxymyoglobin entstanden sein 
miissen. Das war nicht zu beobachten. Anscheinend lag oxydiertes 
Cytochrom vor. Der Versuch wurde mit gleichem Erfolg wiederholt 
Auf CO-Einleitung entstand CO-Myoglobin + Cytochrom ¢ mit de 
Bande bei 550 my. und dem Maximum bei 538 my. Auch von diese: 
Farbstofflésung wurde CO-Myog'obin (iiber Oxymyoglobin) dargestel|t 
und gepriift, ob nicht Cytochrom ¢ herausgelést worden sei. Das war 
nicht der Fall. Dagegen gelang die Umwandlung des daraus dar- 
gestellten b > c-Myoglobin-Cytochroms zu Cytochrom ¢ mit Natrium 
nitrit. 

Ein dem Cytochrom c entsprechender Farbstoff wird auch aus 
Skelettmuskel erhalten, wenn ungereinigte Farbstoffausziige mit seh: 
viel Natriumnitrit versetzt, gut getrocknet, mit NH, ausgezogen und 
mit Hydrazinhydrat versetzt werden [Bechtold (4)|. Der erhaltene 
Farbstoff wird von oxydiertem Pyridin-Myoglobin-Cytochrom wie 
Cytochrom ¢ von Kiese oxydiert. 

Einen ganz besonders anschaulichen Beweis fiir die Méglichkeit 
der Umwandlung von Skelettmuskelmyoglobin in Cytochrom erbringen 
Beobachtungen an pathologischem Muskelfarbstoff. Bechtold und Pfeil. 
sticker haben photographisch wiedergegeben, wie in einer solchen 
Muskelfarbstofflésung die Absorption b von der Absorption ¢ an Inten- 
sitat erheblich iibertroffen wird. Muskelfarbstoffausziige von gesunden 
Tieren zeigen stets das Intensitétsverhaltnis 6 >c. Die Farbstoff.- 
auslésung wurde vor 2 Jahren in den Eisschrank gestellt und gelegentlich 
der vorliegenden Untersuchung herausgeholt. Es zeigte sich, daB jetzt 
die Absorption c scharf bei 550 my lag, wahrend sie seinerzeit sicher 
bei 552 my gemessen wurde. Damals konnte das daraus dargestellte 
Pyridin-Myoglobin-Cytochrom glatt in Oxymyoglobin riickverwandelt 
werden. Das aus dem jetzt vorliegenden Farbstoff mit Pyridin erhaltene 
Myoglobin-Cytochrom, mit der scharf bei 550 my. liegenden Absorption 
ergab nach Schiitteln mit Luft kein Oxymyoglobin. Auf Einleiten 
von CO blieb die Absorption bei 550 my bestehen. Bei 595 und 
590 my. waren zwei schwache Streifen zu sehen, von denen sich an- 
scheinend der bei 590 my, auf Kosten des anderen nach langerem Ein- 
leiten von CO verstarkte. Auch schien bei 538 my. eine Absorption 
vorhanden zu sein. 

SchlieBiich ist von einer weiteren Umwandlung dieses Skelett 
muskelfarbstoffs zu berichten. Nachdem die Lésung einige Wochen 
auBerhalb des Eisschranks gestanden hatte, enthielt sie nur noch 
Cytochrom c. Ein kleiner Teil des Farbstoffs lag reduziert vor, wie bei 
dem Cytochrom ¢ des Praparats von Kiese. Auf Na ,S.O4-Zugabe er- 
schien der gesamte Farbstoffgehalt in reduzierter Form, wie an der 
starken Intensitatszunahme der Banden bei 550 und 520 my, zu sehen 
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war. Kinleiten von CO veranderte an der Lntensitat der Absorption 
bei 550 mu nichts. 

Es hat sich also das pathologische Skelettmuskelmyoglobin spontan 
so verandert, daB aus ihm ein dem Cytochrom c spektral entsprechender 
Farbstoff wurde. 

Nach diesen Feststellungen ist zu schlieBen, da Cytochrom ec, 
wie es von Keilin, Theorell und Kiese dargestellt wurde, ebenfalls aus 
Myoglobin entstanden ist. 


Myoglobin-Cytochrom ohne Zugabe von Pyridin oder Hydrazinhydrat, 
Moglichkeit, die Komponenten 6 und ¢ teilweise ineinander 
umzuwandeln. 

Bei der Darstellung von kristallisiertem Myoglobin aus Skelett- 
muskulatur verblieb Bechtold und Pfeilsticker seinerzeit cin Farbstoff- 
ljésungsrest, der sich bei der spektrochemischen Untersuchung als 
Metamyoglobin erwies. Mit Pyridin und Hydrazinhydrat ergab der 
Farbstoff ehemals die reversible Reaktion reduziertes Myoglobin- 
Cytochrom = Oxymyoglobin. Gelegentlich der jetzigen Untersuchung 
wurden daran die nachfolgenden Beobachtungen gemacht. Sie be- 
statigen einerseits die Feststellungen des vorhergehenden Abschnitts, 
andererseits fiihren sie weiter in der Erkenntuis des Wesens der Cyto- 
chrome. 

Die nunmehr 2 Jahre alte Lésung zeigte noch den Streifen des 
sauren Metamyoglobins. Wenn noch Metamyog!obin vorlage, miibte 
es auf NH,-Zugabe in alkalisches Metamyoglobin iibergehen und dann 
den fiir dieses charakteristischen Vorschlagschatten aufweisen. Der 
Vorschlagschatten ist jedoch nur unklar ausgebildet, bei normalem 
Metamyoglobin miiBte er viel ausgepragter zu sehen sein. Nach alleiniget 
Reduktion, also ohne Zugabe von Pyridin oder Hydrazinhydrat, 
erschien die Absorption c bei 550 my. und eine sehr schwache Absorp- 
tion 6 bei 565 mu, tiberdies d mit einem Maximum bei 520 my. Schitteln 
mit Luft gab, anders als Pyridin-Myoglobin-Cytochrom, kein Oxymyo 
globin. Nach dem Schiitteln war 6 verschwunden und nur noch ¢ zu 
sehen. Langsam kehrte 6 wieder zuriick. Erneutes Schiitteln mit Luft 
brachte 6 wieder zum Verschwinden. Einige Minuten spater trat der 
feine Streifen 6 wieder auf. Nach mehrmaliger Wiederholung der 
Reaktionen scheint alkalisches Metamyog!obin aufgetreten zu_ sein. 
Beide Absorptionen, 6 und c, sind jetzt verschwunden. Erneute Zugabe 
von Na,S.O, lieB wieder ein bed-Spektrum auftreten. 4 war wieder 
sehr fein, c sehr stark. clag bei 550, vielleicht auch 551 mu. Auf 
Schiitteln mit Luft verschwand 6 regelmaBig, kam jedoch nach einigem 
Zuwarten immer wieder zum Vorschein. 
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Ahnliche Beobachtungen kann man auch an abed-Cytochrom vo; 
Brustmuskeln der Insekten machen. Auch hier verschwindet imme: 
zuerst die Absorption b, wenn die Muskeln der freien Luft ausgesetz: 
werden. Nach Zugabe von Hydrazinhydrat zu der gealterten Myoglobin 
restlésung wurde die Absorption 6 augenfallig verstarkt, so dab di: 
Intensitat des Streifens etwa ebenso stark wie die von ¢ geworden wat 
c ist dagegen etwas schwacher als vor Zugabe von Hydrazinhydrat 
Auch befindet sich ¢ jetzt nicht mehr bei 550 my, sondern eher be: 
551 my. Nach Schiitteln mit Luft ist 6 starker als c vorhanden. 

Aus der letzten Beobachtung mul auf die Méglichkeit, die Kom 
ponente ¢ in 6 umzuwandeln, und aus den Beobachtungen an patho 
logischem Myoglobin auf die Méglichkeit der Umwandiung von / in 
ec geschlossen werden. Denn anders sind die Intensitatsumkehrungen 
nicht zu deuten. 

Aus den Beobachtungen an dem gealterten Lésungsrest ergibt sich 
des weiteren, dafS auch ohne Einwirkung von Pyridin oder Hydrazin- 
hydrat ein mit Keilins Cytochrom spektral iibereinstimmender Farb- 
stoff entstehen kann. Wahrend die Komponente 6 des Pyridin-Myo 
globin-Cytochroms nach Schiitteln mit Luft sicher Oxymyoglobin 
bildet, ist dies hier nicht der Fall. Auch ¢ verhalt sich anders als in 
Pyridin-Myoglobin-Cytochrom. Bei letzterem ergibt es im Zusammen 
wirken mit 4 Oxymyoglobin oder oxydiertes Myoglobin-Cytochrom. 
Hier bleibt c¢ reduziert wie bei den Cytochrom-c-Praparaten. An- 
scheinend wird bei diesem Cytochrom Pyridin durch NH, ersetzt 
Dies diirfte sich aus den nachfolgenden Versuchen ergeben. 

Eine Probe der Lésung wurde zuerst mit Na,S.O,4 versetzt, um 
zu priifen, ob die Lésung wie normales saures Metamyoglobin durch 
Reduktion in 1eduziertes Myoglobin tiberzufiithren sei. Das gelang. 
is war kein Cytochrom aufgetreten wie bei der vorhergehend be 
schriebenen Probe. Nun wurde NH, zugegeben. Jetzt erschienen wie 
bei der ersten Probe die Cytochromabsorptionen, 6 sehr schwach be: 
566 mv, ¢ sehr stark bei 550 my, d bei 525 bis 515 my mit dem Maximum 
bei 520 my. Auf Schiitteln mit Luft verschwand 6. Anscheinend war 
jetzt eine Mischung von alkalischem Metamyog!obin mit Cytochrom c 
vorhanden. Bei 610 bis 620 my. war eine Bande aufgetreten. Weiteres 
Schiitteln brachte auch die Absorption ¢ bei 550 my, zum Verschwinden 
Nach Zugabe von Na,S.O, erschien wieder das 6 < ed-Cytochrom- 
spektrum. 

Eine durch Einwirkung von Ferricyankalium dargestellte Meta- 
myoglobinlésung wurde nach 3 Monate Jangem Stehen untersucht. Sie 
zeigte eine sehr starke Absorption bei 650 bis 605 my. Der spektrale 
Raum zwischen 605 bis 515 my war frei von Banden. Es wurde Ammo- 
niak zugegeben und mit Wasser verdiinnt. Darauf erschienen bei 550 
und bei 520 my. die Absorptionen des Cytochroms. 
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Cytochrom- und Myoglobinverbindungen mit Schwefelammonium. 


Schiittelt man langere Zeit getrocknete Hefe, Muskulatur von 
Insekten, die 1 bis 2 Stunden zuvor get6tet wurden, oder Herzmuskulatur 
mit Schwefelammonium, so tritt nach etwa 1 Stunde Cytochrom ¢ in 
das Schwefelammonium aus. 

Frische Hefe gibt an Schwefelammonium nur sehr wenig oder gar 
kein Cytochrom ab, obwohl sie Cytochrom ¢ enthalt, wovon man sich 
durch Pressen einer Hefekrume zwischen zwei Objekttragern leicht 
iiberzeugen kann. 

Wird kristallinisches Myoglobin in Schwefelammonium gelést, so 
entsteht dieselbe spektrumlose Verbindung, wie wenn Skelettmuskulatur 
mit Schwefelammonium ausgezogen wird. Es entsteht ferner b < c- 
Myoglobin-Cytochrom. Das aus Herzmuskulatur herausgeléste Cyto 
chrom hat stets die Bande bei 550 my. Skelett- und Herz-Myoglobin 
erzeugen bei 566 my. 6-Absorptionen. Durch Zugabe von etwas ver- 
diinntem Pyridin werden diese noch etwas deutlicher. 

Kinleiten von CO erzeugt CO-Myoglobin. Vorhandenes Cyto- 
chrom ¢ mit der Absorption bei 550 my. verindert sich hierbei nicht, 
die Absorption ist nach der CO-Einleitung genau se wie zuvor zu sehen. 
Je langer die Herzmuskulatur in dem Schwefelammonium verbleibt, 
desto mehr nimmt die Menge des in ihr erscheinenden Cytochroms ¢ zu. 

Aus diesen Beobachtungen diirfte zu schlieBen sein, daB Cyto- 
chrom ¢ bei 550 my. durch intracellulare Reaktionen aus dem eigent- 
lichen Cytochrom gebildet wurde. DaB diesem Reaktionsprodukt eine 
wesentliche physiologische Rolle zukommt, darf aus den Versuchen von 
Klar geschlossen werden. Klar konnte durch Einspritzen von Cyto- 
chrom ¢ schwerste Herzerkrankungen innerhalb kurzer Zeit weitgehend 
bessern (5). Ferner konnte er mit Cytochrom ¢ die starkste Weckwirkung 
bei winterschlafenden Tieren erzielen (6). Wenn auch Cytochrom ¢ als 
ein vom eigentlichen Cytochrom und letzten Endes vom Myoglobin 
herzuleitender Stoff anzusehen ist, so muB ihm fiir die Atmung_be- 
stimmter Gewebe wie Herzmuskel, Vogelbrustmuskulatur, vielleicht 
auch Insektenbrustmuskulatur und Fischseitenlinienmuskulatur, eine 
wichtige Rolle zugesprochen werden. Cytochrom c ist vielleicht kein 
regelmaBiger Bestandteil dieser Muskeln, méglicherweise wird er bedarfs- 
weise gebildet. Sehr auffallig ist, daB aus Skelettmuskel durch Schwefel- 
ammonium kein Cytochrom ¢ mit der Absorption 550 m1, sondern das 
mit der Bande bei 551 oder 552 my. herausgelést werden kann, und da 
derselbe Farbstoff entsteht, wenn Skelettmuskelmyoglobin in Schwefel- 
ammonium gelést wird. Es ist sicher unberechtigt, daraus zu schlieBen, 
der Skelettmuskel kénne kein Cytochrom ¢ bei 550 my. bilden oder er 
benétige dieses Cytochrom ¢ nicht. Die Méglichkeit der Bildung von 
Cytochrom c bei 550 my. diirfte durch die Méglichkeit der Umwandlung 
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von Skelettmuskelmyoglobin in einen dem Praparat entsprechende: 
Farbstoff hinreichend erwiesen sein. Auffallenderweise ist das Vor 
handensein von Cytochrom c in Herzmuskelmyoglobinlésungen imme: 
mit dem Metamyoglobinzustand des Muske!farbstoffs verbunden. An 
spontan gebildetem Metamyoglobin aus Skelettmuskel wurden der- 
artige Beobachtungen des Auftretens von Cytochrom ¢ 550 my. nicht 
gemacht. 

Werden die Schwefelammonium-Muskelfarbstoffausziige einige Tage 
sich selbst iiberlassen, so verschwindet bei.Skelettmuskellésungen das 
ausgetretene b und es tritt bei 590 bis 585 my eine schwache Bande auf 
Auch bei Herzmuskelauslésungen ist sie zu sehen. Anscheinend reagiert 
der zugrunde liegende Kérper mit CO. Nach Einleiten von CO ist die 
Bande bei 590 bis 585 mu nicht mehr zu sehen. Oxymyoglobin entstelht 
nicht mehr in diesem Stadium, wenn der Farbstoff mit Luft geschiittelt 
wird. 


Ubersicht iiber die verschiedenen Myoglobin-Cytochrome. 


Myoglobin-Cytochrome kénnen auf verschiedenen Wegen ent- 
stehen. Bekannt sind bisher Pyridin-Myoglobin-Cytochrom, Nicotin- 
siiureamid - Myoglobin -Cytochrom, Hydrazinhydrat - Myoglobin - Cyto- 
chrom, Schwefelammonium - Myoglobin -Cytochrom, Ammoniak - Myo. 
globin-Cytochrom. Sehr wahrscheinlich gibt es noch andere, bisher 
unbekannte Myoglobin-Cytochrome. Nach den Untersuchungen von 
Theorell und Keilin und Hartree scheint Cytochrom c¢ ein chemisch 
einheitlicher Stoff in Hefe und Herzmuskel zu sein. Es muB noch 
untersucht werden, inwieweit dies auch bei den hier erwahnten, dem 
Cytochrom c entsprechenden Stoffen der Fall ist. 

Von hohem Interesse ist die Frage, welche der méglichen und 
bereits bekannten Myoglobin-Cytochrome im lebenden Gewebe vor- 
kommen. Um ihrer Beantwortung nahertreten zu koénnen, ist die Frage 
zu klaren, in welchem Verhaltnis die Myoglobin-Cytochrome zu Keilins 
Cytochrom stehen. Anders ausgedriickt: Mu8 Keilins Cytochrom als 
ein von den Myoglobin-Cytochromen unabhangiges Pigment mit 
physiologisch gesonderter Aufgabe betrachtet werden ? 


Auftreten von Keilins Cytochrom nach Luftabschlu8 
durch Bedecken von Muskulatur. 


Muskulatur von mehrere Stunden toten Insekten, z. B. Hummeln, 
zeigt vor dem Spektroskop dasselbe Spektrum wie oxydiertes Myo- 
globin-Cytochrom: eine schwer wahrnehmbare Bande bei 510 bis 
490 my. und eine andere, die bei etwa 430 my. beginnt Zugabe von 
verdiinntem Pyridin oder Pyridin + Na,S,O, andert nichts an dem 
Spektrum. Auch Zugabe von Hydrazinhydrat bewirkt keine merkliche 
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Reduktion. PreBt man die Muskeln zwischen zwei Objekttragern, so 
erscheinen sehr bald die Banden des Keilinschen reduzierten Cytochroms, 
c ist besonders deutlich und anscheinend symmetrisch wie die Bande 
des Cytochrom-c-Praparats von Kiese. 6 ist wenig intensiv, ebenso d, 
gut wahrnehmbar ist a. Die Maxima z, y und « sind bei der Unter- 
suchung mit dem Handspektroskop so gut wie nicht zu sehen. Wird 
die breitgedriickte Muskulatur vom Objekttriger gelést und etwas 
aufgerichtet, damit sie von Luft umstrichen werden kann, so ver- 
schwindet das abcd-Spektrum wieder vollstaéndig. Das kann nur eine 
Viertelstunde, aber auch mehrere Stunden erfordern. Es ereignet sich 
augenscheinlich eine Autoxydation ganz ahnlich, wie sie von redu- 
ziertem Pyridin-Myoglobin-Cytochrom beschrieben wurde. 

Wenn Kei/ins Cytochrom ein in den Muskeln vorkommendes, vom 
Myoglobin ganzlich unabhingiges Pigment sein soll, wie Keilin u.a. 
behaupten, so muB es auch in Skelett- oder Herzmuskel nach Luft 
abschluB durch seine Absorptionsbanden in Erscheinung treten. Das 
ist jedoch nicht regelmaBig der Fall. Diesbeziigliche Angaben von 
Keilin hat Bechtold (1934) nachgepriift. 

Ein Meerschweinchen wurde nach der Tétung mit Ringerlésung durch- 
spult und hernach 1 Tag in den Eisschrank gelegt. Tatsachlich erschienen 
beim Pressen bestimmter Muskeln die Absorptionen 6 und ¢, und zwar ¢ 
starker als 6. Dieses Spektrum zeigten Zungenmuskel, Zwerchfellmuskel, 
Muskulatur von den Kinnbacken und von der Gegend oberhalb des Schulter- 
blattes. Bei Kinnbacken- und Schulterblattmuskel wurde mit Sicherheit 
nur die Absorption ¢ wahrgenommen. Leider stand damals kein Spektroskop 
mit Wellenlingenskala zur Verfiigung, so daB8 keine zuverlissigen Lage- 
messungen vorhanden sind. Vor dem Bedecken wurde an diesen Muskeln 
teils unklares Oxymyoglobin (Zunge, Schulterblatt), teils reduziertes 
Myoglobin (Kinnbacke, Zwerchfell) gesehen. Nachdem die Muskeln 2 Tage 
lang mit locker aufliegendem Objekttrager sich selbst iiberlassen worden 
waren, wurde ein klares Oxymyoglobinspektrum an ihnen beobachtet. 
Dieser Versuchsausfall ist am einfachsten nach den Anschauungen Keilins 
zu erkliren. Ob seine Deutung tatsachlich richtig ist, muB durch Wieder- 
holung der Versuche entschieden werden. Es ist sehr auffallig, daB die 
iibrigen Muskeln, naimlich von Nacken und Hals, Brust, Rippen und Vorder- 
beinen, nach Luftabschlu8B kein Keilinsches Cytochrom auftreten lieBer. 
An ihnen wurde nur ein klares Oxymyoglobinspektrur- gesehen. Auf 
Zugabe von Hydrazinhydrat erschien bei Bauchmuskulatur ein verwaschenes 
Band von etwa 56€ bis 550 mu. 

Bei zahlreichen Versuchen, durch Pressen von Rinderhackfleisch 
zwischen Objekttragern zu priifen, ob Keilins Cytochrom vorhanden 
sei, wurde nichts anderes als das Verschwinden der Oxymyog!obin- 
absorptionen innerhalb kurzer Zeit beobachtet. An Herzmuskulatur 
wurde gelegentlich eine Spur von Cytochrom ¢ und auch von / und a 
gesehen. Die Streifen waren jedoch sehr selten wirklich klar und deutlich 
sondern meist sehr unscharf. Gew6hnlich war auch bei Herzmuskulatur 
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nach stundenlangem starkem Pressen jede Andeutung eines Spektrums 
verschwunden. In einem Fall trat bei Herzmuskulatur nach Bestreuen 
mit Na,S,O, das Spektrum von Keilins Cytochrom auf. Dasselbe 
Herzfleisch lieB es auch nach langerem Pressen zwischen Glasplatten 
erkennen. 

Auch auf anderem Wege wurde versucht zu entscheiden, ob 
Keilins Cytochrom von dem vorhandenen Myoglobin unabhiangig 
vorkomme. Herz- und Skelettmuskulatur wurden feingehackt, in 
Wasser suspendiert und einige Minuten lang CO eingeleitet. Dadurch 
wird das Myoglobin in CO-Myoglobin iibergefiithrt. Falls Pyridin- 
Myogiobin-Cytochrom vorhanden ware, so wiirde dieses ebenfalls 
CO-Myogiobin ergeben. Zugesetztes Na.S.O, miiBte eventuell in 
oxydiertem Zustand voriiegendes Keilinsches Cytochrom reduzieren 
und durch seine Banden in Erscheinung treten lassen. Bei Skelett- 
muskel konnte nichts oder allenfalls eine Spur Cytochrom ¢ gefunden 
werden. Von a war nichts zu entdecken. Bei 566 my. war eine schwache 
Bande zu sehen. Sie entspricht jedoch dem Schummschen Streifen. 
denn die Bande wurde schon nach der CO-Einwirkung, also vor der 
Reduktion mit Na,S.O, gesehen. Bei Herzmuskel wurde an dem in 
das Wasser ausgetretenen Farbstoff etwas Cytochrom ¢ gefunden 
Ebenso war a aufgetreten. 6 fehlte. Die Menge des vorhandenen c 
und a entsprach noch nicht derjenigen, die in den winzigen Muskeln 
der Hummeln beobachtet wurde. 

Irgendwie miiBte sicher auch ein vom Myoglobin unabhangiges 
Keilinsches Cytochrom wahrend der Pékelung der Muskulatur in Er- 
scheinung treten. Bei der Untersuchung vieler Dutzende gepékelter 
Skelettmuskelstiicke wurde waihrend des Pékelprozesses kein Spektrum 
von reduziertem Keilinschem Cytochrom gesehen. Dagegen waren 
seine Absorptionen zu sehen nach dem Auswaschen von gepdkeltem 
und nachfolgend getrocknetem Herz. Auch bei den Erscheinungen der 
Wiederrétung weiBgewaschener Skelettmuskulatur | Bechtold, 1935 (7) 
waren die Absorptionen a, b und c des Keilinschen Cytochroms gesehen 
worden. Die Versuche wurden wahrend dieser Arbeit wiederholt. Das 
weiBgewaschene Fleisch rétete sich regelmaBig, doch konnten nur sehr 
undeutliche Cytochromabsorptionen beobachtet werden. 

Aus dem bisher vorgetragenen Material ergibt sich mit Sicherheit. 
daB Keilins Cytochrom im strengen, chemischen Sinn nicht identisch 
ist mit Pyridin- oder Hydrazin-Myog!obin-Cytochrom. Am meisten 
scheint es mit dem durch N H, aus dem Myoglobinlosungsrest erhaltenen 
Myog’obin-Cytochrom und mit dem aus pathologischem Myoglobin 
iibereinzustimmen. Es kann als erwiesen angesehen werden, da im 
nicht durchspiilten GroBtierskelettmuskel kein vom Myoglobin unab- 
hangiges Keilinsches Cytochrom vorkommt. So gut wie cytochrom-c- 
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analoge Stoffe aus Myoglobin entstehen kénnen, mu dies auch fiir das 
vesamte Keilinsche Cytochrom der Fall sein. In den Myoglobin-Cyto- 
chromen hat die Natur einen Chemismus zur Verfiigung, der sowohl 
zur raschen Ubernahme von Sauerstoff vom Hamoglobin, wie auch zur 
Kinschaltung desselben in den Stoffwechsel und damit fiir die Energie- 
erzeugung nutzbar gemacht werden kann. Es ware héchst erstaunlich, 
wenn die Natur noch eines anderen, augenscheinlich jedoch viel weniger 
geeigneten Pigmentes bediirfte, um dieselben Zwecke zu erreichen. 
Dabei miiBte dann der die gréBeren chemischen Mannigfaltigkeiten 
bietende Chemismus des Myoglobins zuriicktreten hinter der Rolle des 
nach Keilin u.a. selbstandigen Cytochroms. 


Verschwinden der Oxymyoglobinabsorptionen nach Bedecken 
von oxymyoglobinhaltiger Muskulatur. 


Wenn die Frage der Einschaltung des Sauerstoffs erértert wird, 
so muB die bereits erwahnte Erscheinung des Verschwindens der Absorp- 
tionsstreifen beim AbschluB des Luftsauerstoffs von oxymyoglobin- 
haltigen Muskelstiickchen beachtet werden. Nach dem Pressen solcher 
Stiickchen zwischen zwei Objekttragern erscheint weder das Spektrum 
des reduzierten Cytochroms, noch das des reduzierten Myoglobins. Das 
spektrale Gesichtsfeld ist frei von Absorptionsbanden. Wenn die 
Absorptionen des Oxymyoglobins verschwinden, so kann dies in diesem 
Falle nur als ein Verbrauch des Sauerstoffvorrats gedeutet werden. 
Ware Pyridin in der Muskulatur zur Verfiigung, so kénnte die Er- 
scheinung mit der Entstehung von oxydiertem Pyridin-Myoglobin- 
Cytochrom gedeutet werden. Nach Zugabe von Na,S.O, zu spektrum- 
losem Fleisch miiBte dann reduziertes Pyridin-Myoglobin-Cytochrom 
auftreten. Das wurde jedoch nicht beobachtet. Die Erscheinung muB 
darum der Entstehung eines spektrumlosen, vermutlich Eisen(LI)-Farb- 
stoffzustandes zugeschrieben werden, analog jenem, der mit Schwefel- 
ammonium zu erhalten ist. Die Verbindung mit Schwefelammonium 
ist sicher eisen(L1)-wertig, wie die Reaktion mit CO beweist. 


Pyridin-Myoglobin-Cytochrom in Muskulatur. 


Bestreicht man diinne Skelettmuskelscheibchen mit 1: 100 ver- 
diinntem Pyridin, so tritt Pyridin-Myoglobin-Cytochrom auf. Die 
Absorptionen erscheinen in manchen Fillen sofort, in anderen dauert 
es stundenlang, bis sie zu sehen sind. Das Auftreten des Pyridin- 
Myoglobin-Cytochroms mu8 das Vorhandensein autoreduktiver Krafte 
zur Voraussetzung haben. Die zu beobachtenden Absorptionen sind 
ziemlich schwach. Durch Zugabe von Na,S.O, werden sie sehr wesent- 
lich verstarkt. Demnach kénnen die das Pyridin-Myoglobin-Cytochrom 
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erzeugenden autoreduktiven Krafte nicht sehr stark sein. Mégliche: 


weise entsprechen sie nur einem Teil der Gewebskrafte, die autoredukti: 
wirksam werden koénnen. Denn oxymyoglobinhaltige Muskulatur gibt 
nach Bestreichen mit KOH ein sehr intensives Myochromogenspektrum 
In diesem Falle miissen also starke autoreduktive Krafte wirksam 
geworden sein. Da die Absorptionen des Pyridin-Myoglobin-Cytochroms 
in manchen Fallen erst nach langerer Einwirkung des Pyridins er. 
scheinen, muB auch geschlossen werden, daB diese autoreduktiven 
Krafte voriibergehend ausgeschaltet sein kénnen. 

Es ist ganz sicher, daB im Muske! nur sehr wenig Pyridin-Myoglobin- 
Cytochrom wirksam ist. Denn der gréBte Teil des Myoglobins von Herz- 
und Skelettmuskulatur wird als gewohnliches Myoglobin und nicht als 
Pyridinverbindung ausgelést. Lage in den Auslésungen eine Pyridin- 
verbindung vor, so miiBte auf Zugabe von Na,S.O, reduziertes Myo 
globin-Cytochrom erscheinen. Es entsteht jedoch nur reduziertes 
Myoglobin. 

An der Luft verschwindet das intracellulare reduzierte Pyridin- 
Myoglobin-Cytochrom innerhalb kurzer Zeit und verwandelt sich in 
Oxymyoglobin. Diese intracellulare Reaktion entspricht also der 
reversiblen Umwandlung von reduzierter Pyridin-Myoglobin-Cytochrom- 
losung in Oxymyoglobinlésung. Eine Sauerstoffiibertragung findet 
dabei natiirlich nicht statt. Sie muB jedoch nachfolgen, wenn ge- 
eignete oxydierbare Stoffe vorhanden sind, etwa freies Cytochrom c 

Es erhebt sich die Frage, ob dem Pyridin-Myoglobin-Cytochrom 
eine wesentliche Rolle fiir die Ubernahme des Sauerstoffs vom Oxy 
hamoglobin zukommt. Pyridin-Myoglobin-Cytochrom ware zu dieser 
Funktion infolge seiner groBen Sauerstoffempfindlichkeit besonders 
geeignet. Nach den vorstehenden Beobachtungen scheint ihm jedoch 
diése Rolle nur bei besonderen Gelegenheiten zuzufallen. Die weitaus 
gréBte Menge des im Myoglobin gespeicherten Sauerstoffs scheint durch 
den Unterschied in den Sauerstoffaffinitéten von Hamoglobin und 
Myoglobin vom Blutfarbstoff auf den Muskelfarbstoff tiberzugehen. 
Wenn sich das Myoglobin mit Stoffen von ahnlicher Wirkung wie 
Schwefelammonium zusammenfindet, so kénnte die Ubernahme von 
Sauerstoff ganz besonders rasch erfolgen. Méglicherweise wird der 
iibernommene Sauerstoff durch eine dem Schwefelammonium-Myo 
globin-Cytochrom analoge Verbindung in den Stoffwechsel eingeschaltet. 


Warburgs eisenhaltiges Atmungsferment und Myoglobin-Cytochrom. 


Wie in dieser und friiheren Untersuchungen gezeigt wurde, kann 
Pyridin-Myoglobin-Cytochrom Sauerstoff durch Wertigkeitswechse 
von Farbstoffeisen aktivieren. Pyridin-Myoglobin-Cytochrom verma: 
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also die Funktion des eisenhaltigen Warhurgschen Atmungsferments 
in der GroBtiermuskulatur auszufiihren. Von der Verbindung des 
Mvoglobins mit Hydrazinhydrat kann gleiches noch nicht angegeben 
werden, ebensowenig von den Verbindungen des Myoglobins mit 
Schwefelammonium oder mit Nicotinsiureamid. Pyridin-Myoglobin- 
Cytochrom geniigt in allen wesentlichen Punkten den Forderungen, 
die fiir Warburgs Atmungsferment aufgestellt wurden, namlich Bindung 
der prosthetischen Gruppe an natives Globin, Reaktion mit CO, Emp- 
findlichkeit der CO-Verbindung gegen Licht, Rotverschiebung der 
Absorptionsbanden, Stellung des Hamins zwischen dem des griinen 
Blattfarbstoffs und dem des roten Blutfarbstoffs. Biicher und Negelein 
haben ermittelt, da die photochemische Ausbeute an abspaltbarem 
CO bei CO-Myoglobin 3,4mal so groB ist wie bei CO-Hamoglobin. 
Dasselbe mu auch fiir CO-Myoglobin, dargestellt aus reduzierten 
Myoglobin-Cytochromen, gelten. Bechtold hat gezeigt, wie aus der 
roten prosthetischen Gruppe des Myoglobins ein griiner Farbstoff dar- 
gestellt werden kann (4). Bekanntlich sind die Absorptionen des Myo- 
globins gegeniiber denen des Hamoglobins um etwa 5my nach Rot 
verschoben. Demgegeniiber liegen allerdings die Banden der Ferri- 
verbindung des Warburgschen Ferments noch um weitere 10 my. nach 
tot zu. Die CO-Verbindung hat bei etwa 590 my eine Bande. Es 
wurde bereits erwahnt, da auch das spontan aus pathologischem 
Pferdeskelettmuskelmyoglobin entstandene Cytochrom bei 595 und 
585 my. Banden aufwies, die sich nach CO-Einwirkung zu verandern 
schienen. Schwefelammonium-Myoglobin-Cytochrom zeigt nach mehr- 
tigigem Stehen regelmaBig bei 590 bis 585 my. eine Bande, die nach 
CO-Einwirkung schwacher wird. SchlieBlich ist erwiesen, daB dem 
Pyridin-Myoglobin-Cytochrom natives Globin zugrunde liegt und dal 
esmit COreagiert. Uberblickt man die das Pyridin-Myoglobin-Cytochrom 
betreffenden Feststellungen, so wird erkenntlich, daB es sowohl! als 
Atmungsferment wie auch als Cytochrom wirksam sein kann. Es ist 
fiir den GroBtiermuskel Cytochrom und Atmungsferment zugleich. 


Chemisecher Bau der Myoglobin-Cytochrome, 

Myoglobin ist ein EiweiBfarbstoff. der nach Theorell leicht in 
Bruchstiicke zerfallt. Theorell fand in Wasserextrakten ausgespiilter 
Pferdeherzen zwei in bezug auf Sedimentation und Molekulargewichte 
verschiedene Myoglobinarten: Sop — 2-10-13 und 4-10-13, wahr- 
scheinliche Molekulargewichte 34000 und 68000. Die niedrigmolekulare 
Komponente kristallisiert bei Anwendung des von Theorell angegebenen 
Verfahrens aus. Sedimentation und Molekulargewicht stimmen mit 
denjenigen des Skelettmuskelmyoglobins tiberein. Theorell fand aber 
bei der Molekulargewichtsbestimmung des kristallisierten Pferde- 
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myoglobins auch Werte mit Gang von etwa 17000 bis 8500. Eine Be- 
stimmung fiir NierenzapfenpreBsaft vom Rind ergab Werte von 17000 
bis 9000. 


Diese Feststellungen lassen eine Erklarung fiir die Entstehung von 
Myoglobin-Cytochromen zu. Den Komponenten 6 und c der Myoglobin. 
Cytochrome entsprechen zwei Myoglobine. Ihr Vorhandensein im 
Skelettmuskel diirfte durch das Auftreten von zwei Bandern in der 
a-Absorption des CO-Skelettmuskelmyoglobins bewiesen sein (siehe das 
Photogramm Abbildung 1). Zweifellos besitzen diese Myoglobine ver- 


12 $3 


Abb. 1. CO-Myoglobin. 
1 erstes, 2 = zweites Maximum, 3 = 3-Band. 


schiedene Aminosauregehalte. Vielleicht werden diese Myoglobine bei 
der Anlagerung von Pyridin, Hydrazinhydrat, Nicotinsiureamid oder 
Schwefelammonium in kleinere Bruchstiicke entlang bestimmter Bruch- 
linien aufgespalten. Wie hier gezeigt wurde, kénnen die Komponenten 
der Myoglobin-Cytochrome teilweise ineinander umgewandelt werden. 
Dabei erfolgt sicher eine Umlagerung von Aminosauren. Irgendwie 
wird die Verschiedenheit im Aminosauregehalt von Cytochrom c und 
von Myoglobin auf Grund dieser Beobachtungen ihre Erklarung finden. 
Sicher ist jedenfalls, daB die Molekulargewichte der Myoglobinbruch- 
stiicke nur unwesentlich von dem Molekulargewicht des Cytochroms c 
abweichen. Letzteres betragt 16500 (T'heorell, Keilin und Hartree). 


Reaktion von Myochromogen mit Pyridin-Myoglobin-Cytochrom. 


Theorell hat behauptet, die Myoglobin-Cytochrome seien gemischte 
Pyridin- oder Hydrazin-Globin-Hamochromogene, welche bei der 
Denaturierung des Globinanteils gebildet werden. Gegen diese Ansicht 
ist zu sagen: Die in dieser Arbeit und in friiheren Untersuchungen 
gemachten Feststellungen beweisen unwiderleglich, da&8 dem Pyridin- 
Myoglobin-Cytochrom und dem Hydrazinhydrat-Myoglobin-Cytochrom 
natives Globin zugrunde liegt. Diese Cytochrome kénnen darum nicht 
mit den Hamochromogenen gleichgesetzt werden, die denaturierte 
Globinanteile enthalten. Sie kénnen auch nicht mit Myochromogenen 
identisch sein. Myochromogen reagiert namlich auf interessante Weise 
mit Pyridin-Myoglobin-Cytochrom. 


Zu den Versuchen wurde reduziertes Myoylobin-Cytochrom ver- 
wendet, dargestellt durch Auflésen von kristallisiertem Myoglobin in 
1 : 100 verdiinntem Pyridin + Na,S.0, und Stehenlassen, bis oxydiertes 
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Myoglobin-Cytochrom daraus entstanden war. Myochromogen wurde 
aus Metamyoglobin mit konzentrierter Kalilauge und Na,S.Q, dar- 
vestellt. Das kristallisierte Myoglobin wurde in Phosphatpuffer, pu 7,4, 
velést und dann KOH und Reduktionsmittel zugegeben. Die «-Bande 
des Myochromogens befindet sich bei 555 my, die 6-Bande bei 525 mu. 

Wird eine Mischung von reduziertem Pyridin-Myoglobin-Cytochrom 
und etwas Myochromogen mit Luft geschiittelt, so erscheint zunachst 
Oxymyoglobin. Schon nach kurzer Zeit verschwindet das Oxymyo- 
globin. Bald darauf tritt die Myoglobin-Cytochromabsorption 6 und 
etwas spiter auch c auf. Es ereignet sich also durch Zusatz von Myo- 
chromogen auBer dem oxydierenden auch ein reduzierender Vorgang, 
und zwar letzterer augenscheinlich als Folge der vorausgehenden 
Oxydation. Bei der Reduktion wird nicht der gesamte vorhandene 
Farbstoff reduziert, sondern nur ein Teil. Wird Na,S.O, zugegeben, so 
verstarken sich die aufgetretenen Absorptionen ganz erheblich. Der 
Versuch 1aBt sich 6fters hintereinander wiederholen. Ist soviel Myo- 
chromogen zugegeben worden, da es durch seine Absorption bei 555 mu. 
zwischen 6 und ¢ sichtbar geworden ist, so bemerkt man, wie das Myo- 
chromogen im Laufe der mehrmals ausgefiihrten Reaktionen ver- 
schwindet und daB die Absorptionen } und ¢ getrennt fiir sich auftreten, 
wenn reduziert wurde. Die Absorption des Myochromogens wird namlich 
nach erfolgter Mischung mit reduziertem Mvoglobin-Cytochrom nicht 
fiir sich als gesonderter Streifen zwischen 6 und ¢ gesehen, vielmehr 
bildet sie mit 6 und ¢ ein einheitliches Band. Solche Bander wurden 
auch sonst bei den Untersuchungen von Cytochromlésungen gesehen, 
z. B. intracellular waihrend des Auslésens von Myoglobin mit Pyridin 
+ Na,S,O,4. Der hierbei ausgetretene Farbstoff war jedoch b- und 
c-Myoglobin-Cytochrom, das mit Sauerstoff in Oxymyoglobin iiberging. 

Fiir die Erklarung des Auftretens von reduziertem Keilinschem 
Cytochrom nach Bedecken von durchspiilter Meerschweinchenmuskulatur 
diirften die mitgeteilten Beobachtungen nicht in Frage kommen. Denn 
bei den Versuchen mit Myochromogen wird zuerst 6, bei den LuftabschluB- 
versuchen dagegen zuerst ¢ gesehen und stets ist bei ersteren 6 intensiver 
als c, bei letzteren hingegen ist ¢ die intensivste Absorption. 


Ergebnisse, 

1. Aus Myoglobin kénnen Stoffe dargestellt werden, die bei 550 
und 520 my Absorptionen aufweisen und sich gegen Sauerstoff und 
Kohlenoxyd wie Cytochrom c verhalten. 

Es werden Belege beigebracht, aus denen die Méglichkeit der Um- 
wandlung von Myoglobin in Keilins Cytochrom hervorgeht. 

2. Cytochrom c (von Kiese) reagiert mit dem Sauerstoff von 
Pyridin-Oxymyoglobin-Cytochrom. 
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3. Mit Schwefelammonium und Ammoniak kénnen Myoglobin 
Cytochrome entstehen. 


Es gibt ferner NSchwefelammonium-Oxymyoglobin, Schwefe! 


ammonium-CQ-Myoglobin und einen ,,spektrumlosen*’ Schwefe! 
ammonium-Mvyoglobinzustand. Letzterer hat am Ort der Banden de; 
Oxymyoglobins und des reduzierten Myoglobins keine Absorptionen 

4. Nach SauerstoffabschluB durch Bedecken oxymyoglobinhaitige: 
Muskulatur tritt ein ,,spektrumloser** Zustand des Myoglobins auf. 

5. Die Komponenten 6 und ¢ des Pyridin-Myoglobin-Cytochroms 
kénnen ineinander umgewandelt werden. 

6. Myochromogen reagiert mit Pyridin-Myoglobin-Cytochrom. Myo 
g'obin-Cytochrom kann nicht mit Myochromogen gleichgesetzt werden 

7. Die Umwand!ung von Eisen(IL)-wertigem Pyridin-Myoglobin 
Cytochrom in Eisen([!!)-wertiges wird beschrieben und es wird auf di: 
Parallelen zwischen Pyridin-Myogliobin-Cytochrom und Warburgs eisen- 
haltigem Atmungsferment hingewiesen. 
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den 

ybin Nachdem von einer Reihe von Autoren? die Bedingungen klargestellt 
E di wurden, unter denen allein es gelingt, den Nachweis von d-Peptid- 


isen- spaltungen durch tierische und pflanzliche Enzyme zu fiihren und somit 
dieser Reaktion der Charakter des Ungewoéhnlichen, Unsicheren, ja 
Unmdglichen genommen wurde, war oder ist ein naheliegendes Arbeits- 
ziel der Nachweis, ob es sich dabei um einen besonderen Enzymtyp 
handelt, oder um eine Spezifitatserweiterung der bisher bekannten 
Enzyme%. Kine solche Fragestellung ist zu bearbeiten durch Trennungs- 
und Isolierungsversuche oder wenigstens durch Versuche einer An- 
reicherung der einen Enzymwirkung gegentiber der anderen. Mindestens 
miiBte sich durch die Beschreibung der EKigenschaften der beiden Enzym- 
wirkungen, durch die Feststellung ihres Verhaltens gegen chemische 
oder physikalische Einfliisse ein Anhaltspunkt fiir die obige Fragestellung 


¥ ° , P ° ° ° 
nach Ubereinstimmung oder Verschiedenheit der |- und d-peptidatischen 


Wirkung gewinnen lassen. 

In der Bearbeitung dieser Fragen haben nun EF. Bamann und 
O. Schimke* gezeigt, daB sich bei ungiinstigem, namlich saurem py und 
héherer Temperatur das Spaltungsvermégen von Organextrakten gegen- 
iiber der |- und d-Komponente des Leucv!-glvcins (LG) so verindert, 


1 [. Mitteilung s. diese Zeitschr. 311, 73, 1942. — ? EF. Maschmann, 
diese Zeitschr. 311, 252, 1942 (dort auch friihere Literatur); EL. Bamann 
u. O. Schimke, ebenda 310, 131, 1942 (dort auch friihere Literatur): 
E. Smith u. M, Bergmann, J. of biol. Chem. 188, 789, 1941: J. Berger u. 
M.J. Johnson, ebenda 138, 639, 1940, haben die Aktivatoren angegeben 
und deren Notwendigkeit betont; H. Herken, H. Erxleben, Zeitschr. f. 
physiol, Chem, 269, 47, 1941, haben eine Methodik beschrieben, die einen 
empfindlichen Nachweis gestattet; FE. u. R. Abderhalden, Fermentforsch. 
16, 445, 1942, haben Peptide angegeben, an denen eine Spaltbarkeit sicher 
zam Ausdruck kommt. * Einige der genannten Autoren arbeiten mit 
dem Begriff ,,d-Dipeptidase* als spezitisches Enzym; einige bedienen sich 
dieses Begriffes, ohne aber doch auf andere Erklarungsméglichkeiten zu 
verzichten. * Naturwiss. 29, 558, 1942. 
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daB schlieS8lich nur noch eine Wirksamkeit gegeniiber der |-Komponente 
vorhanden ist!. Denselben Effekt erreichten diese Autoren, wenn sie 
wasserige Ausziige aus pflanzlichem Material dialysierten. Zu einem 
prinzipiell ahnlichen, vielleicht aber eindeutigeren Versuchsergebnis 
gelangten H. Bayerle und R. Rieffert, wenn sie Nieren vor der Extraktion 
der Enzyme einer sterilen Autolyse unterwarfen. Hierbei wurde die 
Wirksamkeit gegen das d-Dipeptid véllig vernichtet, gegen das d, |-Di- 
peptid nur geringfiigig verandert. Wir haben zu unseren Befunden 
noch erganzend zu bemerken (unver6ffentlichte Versuche), daB sich 
Meerschweinchennieren gleichsinnig gegen autolytische Veranderungen 
verhalten, wenngleich hierbei zu beobachten ist, daB die Verhaltnisse 
nicht ganz so klar sind wie bei den mitgeteilten Versuchen an den 
Kaninchennieren. Bei den Meerschweinchennieren kommt erst nach 
langerer Versuchsdauer das Verschwinden der d-LG-Spaltung zum Aus. 
druck, gleichzeitig ist auch die Spaltung des 1-Peptids mehr geschwacht. 
Gelegentlich fanden wir auch Kaninchennieren und -lebern, die sich bei 
der Autolyse so verhielten. Der Verlauf einer Autolyse braucht ja nicht 
immer in gleicher Weise sich zu vollziehen; selbst bei iibereinstimmender 
Versuchszeit werden differente Ergebnisse gefunden werden k6énnen. 
Der jeweilige Zustand des Organs vor Beginn der Autolyse mag von 
Bedeutung sein. Wir haben daher in der Tabelle auch einen Versuch 
beigefiigt, bei welchem das frische Organ, eine Niere, erst schnell und 
griindlich zerrieben, dann erst der sterilen Autolyse unterworfen wurde. 
Das Ergebnis ist hierbei so, daB sich die Veranderungen, wie wir sie 
mitteilten, schneller einstellten und weitgehender waren. Die Festigkeit 
und Widerstandsfahigkeit der Zellstruktur wird wohl von Wichtigkeit 
sein. In allen Fallen aber ist die Tendenz deutlich: Eine weitgehende 
Abschwachung der d-peptidspaltenden Wirkung gegeniiber der d, |- Peptid- 
spaltung, in den Idealfillen (bei den meisten Kaninchennieren) eine 
vollige Vernichtung der d-Peptidspaltung und eine nur unmerkliche, 
geringe Schadigung der d, |-Peptidspaltung. Wir teilen in Tabelle | 
nochmals ein Beispiel einer gelungenen selektiven Zerst6rung einer der 
beiden Enzymwirkungen mit. Wir haben hierbei tiberdies bei den 
Versuchsansatzen auBer, wie friiher schon mit Mn’, auch mit Mn” /SH 
und mit, in gewissem Sinne, reineren Acetontrockenpraparaten gearbeitet. 
Seit unserer diesbeziiglichen ersten Mitteilung hat namlich EF. Masch- 
mann an einer Reihe von Beispielen mitgeteilt, daB wie bei den anaeroben 
Peptidasen, so auch offenbar bei Organpeptidasen, besonders bei der 
d-LG-Spaltung, die Kombination des Mn” mit Sulfhydril sich in vielen 
Fallen als iiberlegen, ja sogar als notwendig erweist, um den Nachweis 


' Siehe dazu die gegensiétzlichen Beobachtungen von E. u. R. Abder 
halden, Fermentforsch. |. c. 
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iiber das Vorhandensein oder das Fehlen einer d-Peptidspaltung zu 
fithren?. 

Welchen Beitrag liefern nun die Versuche von E. Bamann und 
0. Schimke und unsere Autolysenversuche, die tibereinstimmend eine 
Zerstérung der einen Fermentwirkung ergaben, fiir die Beantwortung 
der Frage nach der Natur einer d-Peptidase, nach der Verschiedenheit 
einer d-Peptidase von der natiirlichen ? Wir haben seinerzeit unseren 
Versuchen eine vorsichtige Deutung gegeben, indem wir sagten, daB der 
unbekannte Faktor, der in Verbindung mit Mn” ein d-Peptid zu spalten 
vermag, ein leicht angreifbarer, durch die Autoproteolyse verschwinden- 
der, im Vergleich zur bekannten Peptidase empfindlicher Kérper sein 
muB, ferner da offenbar die Fahigkeit zur d-Dipeptidspaltung mit dem 
Vorhandensein einer natiirlichen Dipeptidase gekoppelt sei, daB jedes 
Gewebe, welches peptidatische Eigenschaften hat, auch eine zwar 
latent bleibende Eigenschaft zur d-Peptidspaltung besitzt. Eine Pepti- 
dasentrennung auf Grund einer selektiven Zerst6érung, wie sie durch uns 
gezeigt wurde, laBt einige Deutungen des Problems zu. Man kann an- 
nehmen, daB das Ferment ,,d-Dipeptidase’* durch das Erhitzen bei 
saurem pu, durch die Dialyse, durch die Autolyse, zerstért wird. Man 
kann aber auch annehmen, daB der fiir beide Fermentwirkungen ge- 
meinsame Trager durch die Autolyse, Dialyse usw. so verandert wurde, 
daB Erfolgsstellen fiir den Aktivator der d-peptidatischen Wirkung 

- etwa Mn — vernichtet wurden. Weder der Bamannsche Versuch, 
noch der unsere kénnen als eine Trennung im strengen Sinne gelten. Die 
Existenz eines Enzyms d-Peptidase ist nicht schliissig erwiesen. Auch 
Bamann und Schimke sind in der Beurteilung ihrer Versuche zuriick- 
haltend, wenngleich sie es als naheliegend bezeichnen, ,,die Trennung 
der beiden Wirkungen als Trennung zweier Enzymindividuen durch 
selektive Zerst6rung‘* zu deuten. 

Entscheidender sind Versuche, die auf eine Anreicherung der 
d-peptidspaltenden Wirkung ohne Schddigung der anderen oder auf eine 
Verschiebung des Spaltungsverhaltnisses zugunsten der d-Komponente 
hinauslaufen. In dieser Hinsicht sind in erster Linie die erfolgreichen 
Versuche FE. Maschmanns? zu nennen. Maschmann konnte durch 
fraktionierte Acetonfallung von Organglycerinextrakten Praparate ge- 
winnen, bei welchen sich das Spaltungsverhaltnis |-LG zu d-LG stark 
zugunsten der d-LG-Spaltung verschob. Da sich auSerdem in Organ- 
extrakten nach 3téagiger Dialyse die d-Peptidspaltbarkeit gegeniiber 


7 


der |-Peptidspalt barkeit verbessern lieB, konnte E. Maschmann zu dem 


1 Wir danken auch an dieser Stelle Herrn Prof. Maschmann bestens 
fiir seine in privaten Mitteilungen diesbeziiglich gegebenen freundlichen 
Hinweise. 2 Diese Zeitschr. 811, 252, 1942. 
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SchluB und zur Aussage kommen, da 1-LG und d-LG durch verschiedene 


Enzyme gespalten werden, von denen das letztere (oder dessen Apo. 

ferment) sogar eine gréBere Widerstandsfahigkeit zeigt. 
Reinigungsversuche an Organextrakten, Anreicherungsversuche 

Aktivierungsversuche, Uberpriifung des py-Optimums u. a., die wir 


anstellten, standen unter dem gleichen Gesichtspunkt wie unsere Auto 
lyseversuche, namlich einen Beitrag zu liefern zur Entscheidung der 
Frage nach der Natur des d-peptidspaltenden Enzyms. Wir schicken 
voraus und betonen, daB wir fast ausschlieBlich mit Nierenextrakten 
gearbeitet haben, hier wieder vorwiegend mit solchen aus normalen 
menschlichen Nieren. Von der Brauchbarkeit der Extrakte haben wi: 
uns tiberzeugt (siehe auch Tabelle Il). Es wurden selbstverstandlich 
nur moéglichst frische, befundfreie Nieren verwendet, die auf Eis héchstens 
6 bis 7 Stunden aufbewahrt waren. Wir betonen dies deshaib, weil sich: 
immer wieder erweist (siehe dazu besonders die Arbeiten Maschmanns). 
welch ein Unterschied von Fall zu Fall bei den verschiedenen Organen 
besteht. Wir beschrankten uns auBerdem auf die Feststellung der Spalt 
barkeit des Substanzenpaares d- und d,|-Leucylglycin (in Gegenwart 
von Mn’ und Mn’ /SH). Unsere Enzymanreicherungs- und -reinigungs- 
versuche bestanden darin, dai wir an wisserigen Menschennieren 
extrakten eine fraktionierte Acetonfallung durchfiihrten. Wir haben 
mehrere Fraktionen gewonnen (ein Versuchsbeispiel ist néher im Ver- 
suchsteil bei Tabe!le ILL beschrieben), von denen sich einige als stark 
peptidatisch wirksam, andere als weniger geeignet erwiesen. Eine 
Steigerung der d-Peptidasewirksamkeit konnte indessen nicht beob- 
achtet werden, sondern eine Steigerung oder Verminderung der einen 
Wirkung ging Hand in Hand mit Steigerung oder Verminderung bei de: 
anderen. Wieweit man unsere Praparate als gereinigt ansprechen will, 
sei dahingestellt. Ein Wiederauflésen, tiberhaupt ein Arbeiten bei 
pu 8, wie dies E. Maschmann bevorzugt, gab an unseren Objekten kein 
anderes Resultat. Somit mu! bei unseren untersuchten Fallen an mensch 
lichen Normalnieren die Trennung der d- und |-Spaltung als noch nicht 
durchgefiihrt gelten, und wir sind auf Grund dieser Versuche geneigt, 
die d-Peptidspaltung als eine durch Mn” oder Mn’ /SH erweiterte 
Fahigkeit der nattirlichen Peptidase anzusehen. 

In gleiche Richtung wiesen Dialyseversuche, die in folgender Art 
durchgefiithrt wurden. Wasseriger Extrakt aus normaler menschlicher 
Niere (Einzelheiten siehe Tabelle IV) wurde 3 Tage einer Dialyse 
gegen destilliertes Wasser (py 8) bei — 2° unterworfen. Die Wirksamkeit 
gegen beide Antipoden blieb innerhalb der Versuchsfehlergrenze konstant . 
Die Versuchsansitze wurden unter Beriicksichtigung der Mn’ /SH 
Aktivierung angestellt. In friiheren, nicht veréffentlichten Versuchen, 
in denen dies unterblieb und nur Mn’ zugesetzt war, war nach Dialyse 
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die d,l-Spaltung geschwacht, die d-Spaltung unterblieb. Ein Aceton- 
trockenpraparat, das aus dem dialysierten Extrakt dargestellt und in 
veringerem Volumen wieder gelést wurde, zeigte dasselbe Ergebnis. 
Die d-peptidspaltende Wirkung wurde also bei unserem Dialysierversuch 
nicht verbessert, auch blieb sie nicht besser erhalten als die Wirkung 
gegen den |-Antipoden. Die Veranderungen an beiden Fermenten 
waren gleichsinnig: wenn die d,|-LG-NSpaltung vermindert war, war 
auch die d-Spaltung vermindert, wenn erstere gleich blieb, blieb auch 
letztere gleich, und wenn eine Anreicherung erzielt wurde, betraf sie 
beide. Dies Ergebnis weicht also ein wenig von dem von F/. Maschmann 
ab. Es sei aber betont, da es sich bei uns um andere Versuchsobjekte, 
auch um eine, im Prinzip zwar ahnliche, aber in einigen Punkten ab- 
weichende Versuchsfiihrung handeit. 

Eine Untersuchung der Abhangigkeit der d-LG-Spaltung vom py 
der Ansitze ist von Anfang an mit bestimmten Schwierigkeiten ver- 
bunden, weil im alkalischen Bereich die Mangansalze gefallt werden 
und dadureh eine Angabe der Molaritét hinfallig wird, weil offenbar 
auch der Mn’ SH-Komplex unbestéindiger wird, ferner weil durch 
Ausflockung im Extrakt Komplikationen eintreten kénnen und weil 
schlieBlich eine py-konstanthaltende Anwendung von Pufferlésung 
Moéglichkeit zur St6rung geben kann!. Die Feststellung, die wir durch- 
gefiihrt haben (Tabelle V im Versuchsteil), kann nur einen orientierenden 
Charakter haben und soll lediglich Anhaltspunkte ergeben, ob d-LG und 
d, 1-LG im seiben Bereich optimal gespalten werden. Es wurden Nieren- 
frischextrakte untersucht und wiederum daraus hergestellte Trocken- 
priparate. Den Ansitzen wurde Mn” oder Mn’ /SH beigefiigt. Die 
d, 1-LG-Spaltung wurde auch ohne Zusiatze kontrollweise untersucht. Es 
ergaben sich bei Frischextrakten und Trockenpraparaten bei d- und d, 1- 
Spaltung keine bemerkenswerten Unterschiede. Die Spaltungen verlaufen 
von py 8 an optimal, vielleicht ist das Optimum beim d-Peptid um 
wenige Zehntel pu-Einheiten gegen den alkalischen Bereich verschoben. 
Die Untersuchungen im py-Bereich um 9 sind aus den oben erwahnten 
Griinden mit Fragezeichen zu versehen. Am auffallendsten ist vielleicht, 
daB bei den Ansitzen mit Mn/S H beim d-Versuch, weniger beim d, 1-Ver- 
such, eine Verbreiterung des optimalen Bereiches erfolgt. Hier ist schon 
bei pu 7,5 ein viel besserer Spaltungsgrad zu beobachten als bei den 
Versuchen mit Mn -Zusatz. Die von EF. Maschmann vorgeschlagene 


Anwendung von Mn™'/SH ‘erweist sich also auch in dieser Hinsicht 


giinstig, als selbst bei sonst ungiinstigem pu optimale Wirkungen 
zustande kommen, was beim Zusatz ven Mn’ allein nicht der Fall ist. 


1 Siehe dazu die Beobachtung F’. Schneiders, diese Zeitschr. 307, 250, 
1940, iiber den Einflu8 von Anionen auf die Peptidasen. 
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Unsere Anreicherungs-, Dialysier- und py-Versuche liefern somit 
bisher keinen schliissigen Beweis fiir ein von der natiirlichen Peptidase 
unabhangiges Vorkommen eines Enzyms d-LG-Peptidase. Nicht anders 
ist es mit einigen Aktivierungsversuchen, die in diesem Absatz beschrieben 
werden (siehe auch Tabelle VI). Auch sie erlauben nicht so ohne weiteres 
die Ansicht, ,,daB |-LG und d-LG von zwei verschiedenen Enzymen 
gespalten werden und nicht ... von einem Apoenzym und zwei 
Co-Enzymen* (Formulierung von #. Maschmann'). Bekanntlich sind 
einige Schwermetall-lonen wie Ag, Cu’, Hg” schon in einer Konzen- 
tration m/1000 starke Hemmstoffe fiir die Spaltung des d,1-LG. Diese 
Hemmung kommt bei der Anwendung der genannten Molaritat im Ansatz 
nicht oder kaum mehr zur Geltung, wenn man mit hoher Enzymkonzen. 
tration, etwa Glycerinextrakten aus Nieren, arbeitet. Die Spaltung des 
d-LG (in Gegenwart von Mn’) durch die gleichen Extrakte ist aber 
durch die Anwesenheit des Ag’ , Hg oder Cu” véllig gehemmt. In Gegen- 
wart von Ag, Hg’, Cu” verliert also Mr’ die Fahigkeit, als Aktivator 
der d-Spaltung zu fungieren. Man k6nnte natiirlich auch sagen, dab 
,,d-Peptidase** weitaus empfindlicher ist als ,,]-Peptidase‘‘2. 

Wir haben bei unseren zahlreichen Versuchen tiber die Feststellung 
nach einer d-Peptidase immer wieder an den verschiedensten Organ- 
extrakten, Praparaten usw. die Erfahrung machen miissen, daB ohne 
die Gegenwart von Mn’ die Spaltung des d-LG kaum erfolgt. Wir 
stimmen anderen Autoren (Maschmann, Bamann) bei, wenn wir Mn 
als einen integrierenden Faktor bezeichnen, ohne welchen die d-LG- 
Spaltung unterbleibt. In einen gewissen Gegensatz zu dieser Ansicht 
fiihren Ergebnisse von //. Herken, A. Schmitz und R. Merten? und 
E. und R. Abderhalden4. Herken und Mitarbeiter finden bekanntlich, 
daB die 50 °,ige Aufspaltung von d,l-LG, die man bisher auf die |-Kom- 
ponente zuriickfiihrte, aus 25° iger Spaltung des d- und 25° iger des 
|-Peptids resultiert. Eine Anwesenheit von Mn’ ist nicht notwendig 
E. und R. Abderhalden untersuchten ein anderes d-Peptid, namlich 
Glyeyl-d-Leucin (GdL) und fanden, daB dieses Substrat im selben 
Umfang, manchmal sogar noch etwas starker gespalten wird als Glycyl-| 


Leucin (GIL); ,,ein wesentlicher Unterschied in der Spaltungsgeschwin- 
digkeit von GIL und GdL bestand nicht‘*. Man kann an den Abderhalden- 
schen Befunden erkennen, wie nétig es ist, die Erfahrungen an einem 
Peptid nicht zu verallgemeinern und auf ein anderes Peptid zu tiber- 


tragen. GdL scheint sich offenbar in seiner Spaltbarkeit anders zu 
verhalten als d-LG. FE. Maschmanns These ,,Dipeptidase nicht gleich 


' Diese Zeitschr. 311, 255, 1942. — *? Stehe dazu auch R. Merten, 
A. Schmitz u. H. Herken, Zeitschr. f. physiol. Chem, 275, 29, 1942, welche 
die d-Peptidspaltung durch |-Leucin ausschalten. — * Naturwiss. 2, 671. 
1941. 4 Fermentforsch. 16, 445 1942. 
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Dipeptidase” erhalt dadurch eine weitere Stuitze. An der Anwendbarkeit 
der manometrischen Methode von H. Herken und Mitarbeitern kann wohl 
kein Zweifel sein (siehe dazu auch aie wichtige, kritische Arbeit von 
L. Ahlstrém, H.v. Euler und B. Hégberg!). Auch habew £. und R. Ab. 
derhalden (1. c.) durch Isolierung teilweise racemischen Leucins aus den 
Ansatzen des d,1l-LG-Versuchs einen wichtigen Beweis in derselben 
Richtung erbracht?. Trotzdem bestehen einige wichtige Einwande. 
Der erste ist die mehrmals genannte Tatsache, daB d-LG ohne Mn” 
auch nicht durch starkste Nierenextrakte nennenswert und regelmabig 
gespalten wird. Sollte sich das d-LG im Racemat so grundsatzlich anders 
verhalten, hier ohne weiteres spaltbar sein, als reiner Antipode aber nur 
in Gegenwart von Mn’? Ein zweites Argument sind alte und neue Beob- 
achtungen tiber den hemmenden Einflu8 der Aminoséuren auf die 
Aktivitat der Peptidasen (Arbeiten von E. Abderhalden und Mitarbeitern, 
siehe auch Fermentforschung, |.¢., 8.450; W.Grassmann®; weitere 
Literatur zu dieser Frage siehe auch bei #’. Bamann und O. Schimke?+, 
ferner auch S. Edlbacher und H. Bauer5). In letzter Zeit haben 
KE. Bamann und O. Schimke* publiziert, daB das bei der vorauseilenden 
Spaltung der l|-Komponente im d, |-LG-Versuch entstehende Spaltungs- 
produkt |-Leucin die Hydrolyse der d-Komponente véllig unmdglich 
macht, daf die Spaltung der beiden Komponentei also nicht, oder 


nur ganz kurze Zeit gemeinsam nebeneinander lauft. Bamann und 
Schimke sehen in dieser Erscheinung einen Faktor fiir die sterische 
Steuerung des EiweiBauf- und abbaues von wesentlicher Bedeutung. 
Ein weiterer Einwand ist die einfache Tatsache der Sistierung der 
Reaktion bei 50° iger Spaltung des Racemats. Diese Einwande be- 
handeln H. Herken, A. Schmitz und R. Mertens in ihren neuesten 
Arbeiten®, auf die hiermit verwiesen sei. 


In der dieser Mitteilung vorangehenden kurzen Arbeit mit R. Rieffert? 
habe ich H. Herken und H, Eraleben in die Reihe jener Autoren geziahlt, die 
die d-Peptidspaltung als eine fiir das Carcinom spezifische Erscheinung 
betrachten. Ich habe nach nochmaliger Durchsicht der ersten Arbeiten der 
genannten Autoren dies insofern richtigzustellen, als Herr Herken in dieser 
harten Form das nicht ausgedriickt hat. Wir bezogen unsere Aussage auf 
die H. Herkenschen Serumarbeiten, in denen festgestellt ist, daB Ca-Seren 
gegeniiber d-Peptid eine gréBere Spaltungsfahigkeit aufweisen als Normal- 
seren, und lieBen uns bei unserer Aussage von diesem Eindruck leiten. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 273, 129, 1942. 2 Von der Publikation 
eigener Versuche, die in aihnlicher Richtung liefen, sehen wir hier ab, sie 
bestatigen E.u. R. Abderhalden und damit auch Herken. Der Drehwert des 
von uns in einem Versuch von d, l-LG-Spattung durch Nierenextrakt ge- 
wonnenen Leucins war [ «|p 10,8. § Zeitschr. f. physiol. Chem, 167, 
202, 1927. 1 Naturwiss. 29, 519, 1941. * Zeitschr. f. physiol. Chem. 
270, 176, 1941. 6 Ebenda 275, 29, 1942. ? Diese Zeitschr. 311, 73, 
1942. 
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Versuchsteil, 
Tabelle J. Autolyseversuch. 


Aujarbeitung der Nieren. 

Rohextrakt. 2,75 g¢ (= die Halfte) einer Kaninchenniere, unmittelba, 
nach der Té6tung des Versuchstieres entnommen, mit Glycerin, 87%, in 
Verhaltnis 1:2 vermischt. Nach viertelstiindigem Stehen bei Zimme: 
temperatur, wobei leicht geschiittelt wurde, wurde der Extrakt bei +- 2 
24 Stunden aufbewahrt, daraufhin auf 1:20 verdiinnt, bei 3500 Um 
drehungen in der Minute zentrifugiert und mit diesem Extrakt (= Ro! 
extrakt) die unten beschriebenen Versuchsansitze ausgefiihrt. 

Acetontrockenpraéparat. 7,5cecm des auf 1: 20 verdiinnten Rohextrakts 
wurden bei 5° mit Aceton gefallt, die Fallung mit kaltem Aceton noc} 
viermal gewaschen, schlieBlich im Vakuum fertiggetrocknet. Das Trocken- 
praparat wurde in 7.5ccem physiologischer NaCl-Lésung wieder aufgelést 
(getriibte Lésung, die nicht zentrifugiert wurde) und alsbald die unter 
beschriebenen Ansitze angefertigt. 

Autolysennieren. Die zweite Niere desselben Kaninchens wurde steri! 
entnommen und ohne zerrieben zu werden 3 Tage bei 37° steril aufbewahrt, 
daraufhin wie oben aufgearbeitet, also Rohextrakt und Acetonpréparat 
iibereinstimmend dargestellt. Ansitze wie nachfolgend beschrieben. 

Autolysierter Nierenbrei. Die zweite Halfte der Frischniere wurde unte: 
méglichst sterilen Bedingungen fein zerrieben und unter Zusatz von einigen 
Tropfen Toluol 3 Tage bei #7° in einem verschlossenen GefiB aufbewahrt 
Daraufhin wurden 2 Teile Glycerin, 87% ig, zugegében, und nach kurzem 
Stehen bei Zimmertemperatur und 24stiindigem Aufbewahren bei + 2' 
wie oben weiterbehandelt. Ansétze nachfolgend. 

Ansitze. Frischnieren-Rohextrakt. Volumen 5,0 cem; 1,5cem Leucy! 
glycinlésung (Standardlésung siehe unten); 0,25cem Extrakt; auBerdem 
im entsprechenden Fall Mn m/1000 im Ansatz, bzw. zusitzlich Cystein 
Chlorhydrat m/200; Titrationsprobe 2,0 cem; Temperatur 40°; Versuchszeit 
beim d-Dipeptidversuch 24 Stunden, beim d, l-Dipeptid 1 Stunde. Die Zahlen 
der Tabelle bedeuten ccm n/20 verbrauchte alkoholische KOH, py 8,0 
Von der Anwesenheit von SH in den Mn/SH-Versvchen am Ende de- 
Versuchs iiberzeugten wir uns. 

Acetontrockenpraparat. Wie oben beschrieben; 0,25cem Extrakt zum 
Ansatz. 

Substrate. Die Standardlésung enthalt in 250 cem 9,40 g d, l-Leucy! 
glycin bzw. die Halfte d-Leucyl-glycin, auf py = 8,0 eingestellt; das d, 1-LG 
wurde nach Emil Fischer von uns hergestellt. Das d-Peptid, das wir von 
verschiedenen Firmen bezogen, wurde von uns in H,O heii gelést, mit 
Tierkohle gekocht, mit Alkohol wieder gefallt, die Analysenreinheit durch 
Titration festgestellt und der Drehwert zu [«|p = 84° bestimmt. Die 
optische Reinheit war auch dadurch sichergestellt, daB in anderen Versuchen 
das Spaltprodukt Leucin polarisiert und zu [«|p — 15° gefunden wurde. 





Substrat : d-Leucyl-glycin Substrat : d, l-Leucyl-glycin 





ohne mit 


ohne : mit i 
mit Mn wosH  zusatz Mt™™2 wisn 


Zusatz 


Frischniere, Rohextrakt 0,02 0,00 1,00 0.85 0,91 0,90 


Frischniere, 


) ),8 1,37 p) EF 
Acetontrockenpraparat — | 0,01 a 0,84 0,57 Ae ~~ 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Substrat: d-Leucyl-glycin Substrat: d, l-Leucyl-glycin 


mit 
Mn/sH 


mit ohne 
Mn SH Zusatz 


ohne 


Zusatz mit Mn 


mit Mn 


Autolysenniere | ™ a 
7 , 0,00 ),0 0,0 ),40 ),75 0,82 
Rohextrakt i 0,01 aii 0,4 0,4 8 


Autolysenniere Ls : , ; 
4 $ ),0: ,02 ).0 ).40 0,80 O80 
Acetontrockenpraparat = | 0,04 0,¢ 0,06 0,4¢ 8 \ 


Autolysierter Nierenbrei, | 
A 0,00 O,0 0,08 ),29 0,48 0.5: 
Rohextrakt U0 0 0,03 ( 18 9) 


Tabelle II. Haltbarkeit der d- und d,l-Leucyl-glycin spaltenden 
Wirkung von wiasserigen Extrakten. 

Menschlicher Normalnierenbrei wurde mit 2 Gewichtsteilen NaCl, 
0,9% ig, 24 Stunden bei + 2° extrahiert, zentrifugiert, durch Organfilter 
filtriert. Nach Verdiinnen auf 1:40 wurden die unten beschriebenen 
Ansitze gemacht. Der gréBere Teil des unverdiinnten Extrakts wurde bei 

10° aufbewahrt und nach 4 und 11 Tagen erneut gepriift. 

Ansdtze. Volumen 5,0 cem; 0,25 cem Extrakt; 1,5 cem d- bzw. d, 1-LG, 
Mn” in m/500 Konzentration im Ansatz, Cysteinchlorhydrat m/2060. Alles 
iibrige wie bei Tabelle I. 

Ein ebenso hergestellter und verwendeter Glycerinextrakt erwies sich 
dem wisserigen Extrakt nicht iiberlegen. 





Extrakt untersucht nach 
Peptid - - 
24 Std. 4 Tagen 11 Tagen 


d-LG 0,02 0,00 0,00 
d-LG +- Mn” 0,20 0,18 0,03 
d-LG + Mn’"/s 0,78 0,85 0,87 
d, 1-LG 0,20 0,10 0,20 
d,1-LG + Mn” 0,25 0,15 0,23 
d,1-LG + Mn"/SH 0,26 0,25 0,22 


Tabelle III. Fraktionierungsversuch zur Trennung der 

d-LG- und d,1-LG.-Spaltung. 

Eine normale menschliche Niere eines The.-Falles wurde zerrieben: 
ein Gewichtsteil des Breies mit 2 Volumenteilen 0,9° iger NaCl-Lésung 
10 Minuten leicht geschiittelt, 24 Stunden bei + 2° extrahiert, bei 3500 Um- 
drehungen/Minute zentrifugiert und durch Organfilter f Itriert ( Roh- 
extrakt). Mit diesem Frischextrakt wurden einerseits die im folgenden be- 
schriebenen Acetonfallungen, andererseits nach Verdiinnen auf 1: 40 die 
unten beschriebenen Ansitze ausgefiihrt. 

Fraktionierte Acetonfdllungen. 60cem des Rohextrakts wurden bei 

5° mit 15ecem = !/, Volumen gekiihltem Aceton versetzt; der Nieder- 
schlag gewaschen und getrocknet und nach Wagung in '/; des urspriinglichen 
Volumens mit NaCl, 0,9%ig, wieder gelést. 0,25 cem dieses Extrakts 

Fraktion I, diente fiir die Versuchsansatze. 60 cem des Rohextrakts 
wurden nunmehr bei Kalte mit 15cem Aceton versetzt, diese Fallung 
abzentrifugiert, verworfen und die iiberstehende Lésung mit we'teren 5 cem 
Aceton gefillt. Dieser Niederschlag ergab nach Waschung und Trocknung 
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die Fraktion II. 60 cem des Rohextrakts wurden mit !/, Volumen Ace: 
versetzt, die entsprechende Fallung verworfen und erneut mit 10 < 
Aceton versetzt. Ergebnis nach Zugabe von !/, Volumen Aceton: Frak 
tion III. In entsprechender Weise wurden nun noch Fraktion IV n 
Zugabe von 1 Volumen Aceton, und Fraktion V nach Zugabe von 2 Volumi: 
Aceton gewonnen. Die Fraktionea wurden in !/; des Ausgangsvolumens mit 
NaCl, 0,9%ig, wieder gelést und die unten beschriebenen Ansatze gemacht 

Versuchsansaize. Volumen 5,0 cem; 0,25ccm der Extrakte: a 
iibiige wie bei Tabelle I. 





Peptid ooh, Fraktion I Fraktion II Fraktion III Fraktion1V Frakti 


: 0,00 0,00 0,00 0.08 0,00 
d-LG + Mn” 0,05 0,75 0,20 3 0,49 
d-LG + Mn’/SH. 0,53 0,70 0,35 0,45 
2": See 0,05 0,35 0,30 
d,1-LG + Mn” ... {| 0,10 0,75 0,48 
d,1-LG + Mn’/SH 0,20 0,83 0,47 


) 


} fm CO =I 


0,18 


0,25 0,10 


“1 tO Fr tO C 


os] 





Tabelle IV. d-LG- und d,1-LG-Spaltung nach Dialyse des 
Extrakts. 

1 Gewichtsteil einer zerriebenen, normalen menschlichen Niere wurd: 
mit 2 Gewichtsteilen physiologischer NaCl-Lésung 24 Stunden bei 9 
extrahiert und zentrifugiert. Mit einem Teil des zentrifugierten Extrakt 
wurden die unten beschriebenen Ansatze angestellt. 50 cem des Extrakt- 
wurden gegen destilliertes Wasser, welches auf py = 8,0 eingestellt war, 
bei + 2° dialysiert. Das Wasser wurde etwa stiindlich erneuert. Die Extrakt: 
wurden zu den Ansatzen noch auf 1: 40 verdiinnt. 

Ansétze. Volumen 5,0cem; 0,25cem Extrakt (beim dialysierter 
Extrakt 0,40 cem, entsprechend der bei der Dialyse eingetretenen Ver 
diinnung). Alles iibrige wie bei Tabelle I. 





d-Lencyl-glycin d, 1-Leueyl-glycin 


ohne Zusatz) mit Mn mit Mn“/SH ohne Zusatz mit Mn” mit Mn’ s 


Vor Dialvyse 0,00 0.07 0,59 0,10 0,10 0.15 
Nach Dialyse 0,00 0,05 0,62 0,05 0,17 0,20 


Tabelle V. pg-Abhangigkeit der d- und d,1-LG-Spaltung durc! 
Nierenextrakte. 

Enzymmaterial. Menschliches Normalnierengewebe wurde zerrieben, 
mit NaCl, 0,9° ig, im Verhalunis 1 : 2 versetzt, 10 Minuten leicht geschiitte!t. 
24 Stunden bei + 2° extrahiert, be: 3500 Umdrehungen /Minute zentrifugier' 
filtriert. Nach weiterer Verdiinnung auf 1:40 wurden damit Ansat 
gemacht (siehe unten). Ein Teil des verdiinnten Auszuges, z. B. 70,0 ec: 
wurde mit 2 Teilen Aceton versetzt, die Fallung mit Aceton fertig g 
waschen und getrocknet. Ergebnis 1,68 g. Davon wurden 420 mg in 105 c 
NaCl, 0,9° ig, gelésu und der Ansatz gemacht. 

Versuchsansétze. Volumen 5,0cem; 1,5cem Peptidlésung; Mon 
m/500, Cystein in m/200 pro Ansatz; 0,50 ccm verdiinnter Frischextra 
bzw. 0,25 cem von der Lésung des Acetonpraparats. py laut Tabelle. Di 
py-Einstellung erfolgte mit verdiinnter NaOH oder HCl, ein Zusatz v 
Pufferlésung unterblreb. Die py-Messung erfolgte am Anfang und E1 
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des Versuchs. In Fallen nicht zu groBer Differenz zwischen Anfangs- und 
ind-py haben wir den errechneten Mittelwert angegeben. Die py-Messung 
erfolgte bis 7,8 elektrometrisch, in den Ansaitzen ohne SH iiber 7,8 mit det 
H, /Pt-Elektrode, oder mit Indikatoren (Folien nach Wulff-Lautenschlager). 
yumi Eine Zunahme an Carboxy! in Extraktleerversuchen erfolgte nicht. Alles 
ens mit iibrige wie bei Tabelle 1. 
macht 





d-Leucyl-glycin d, |-Leucyl-glycin 


PH ' rit 
der Ansitze mit Mn mit Mn“/SH = ohne Zusatz mit Mn mit Mn’/SH 


5,80 0,00 0,00 0,05 0,07 
6,29 0,01 0,00 0,05 0,02 0,06 
7,00 0,00 0,00 0,10 0,09 0,09 
7.20 0,08 0,45 

Frisch- 7,50 0,20 0,75 0,15 0,2: 
extrakt 7,80 0,32 0,79 0,29 0,3: 
8,00 0,45 0,76 0,60 0,53 0,50 
0,10 8,40 0,60 0,90 

8,70 0,85 0,95 0,75 0,55 0,50 
9,00 0,40 0,88 0,60 0,58 0.50 
9,20 0,66 0,90 — 


wenrd 6,00 0,00 0,00 

“a8 7,3 0,10 0,25 3: 0,41 0,37 
Sea 7,50 0,07 0,40 - 
dived t Trocken- ,80 ay 0,49 0,50 
eTBKtS Sete 8,12 0,13 0,64 ~ 

lit war, praparat 8.41 0,17 0,81 5 0,55 0,55 
xtrakté 8,90 0,31 ~ 
9,00 0,22 0,74 0,67 0.55 
vsierten & 9,20 0,57 0,68 0,58 
on Ver 


0,33 


des 





Tabelle VI. Schwermetallhemmung der d-LG- und 
d,1-LG-Spaltung. 
Extrakte. Kaninchenniere wurde zerrieben, mit 3 Teilen NaCl, 0,9°% ig, 
Mn SH versetzt, 10 Minuten leicht geschiittelt, 24 Stunden bei + 2° extrahiert, 
zentrifugiert, nochmals mit 3 Teilen NaCl-Lésung verdiinnt, filtriert, 
0,15 Ansétze. Volumen 10,0 cem; 3,0 cem Peptid, 1,0 cem Extrakt, Zusatze 
0,20 von Mn’’, Ag’, Hg”, Cu’ in m/1000 pro Ansatz; Versuchszeit 1 bzw. 6 baw. 
24 Stunden. Alles iibrige wie bei Tabelle I. 
dure! 





Verbrauchte ccm n 20 alkoholischer K OH 
Peptid ; Zusiitze 

rrieben, 1 Std. 6 Std. 24 Std. 

hiittelt. 
ifugiert d-LG ohne Zusatz . 0,00 — 0.02 0,04 
Ansatz d-LG + Mn” 0,00 0,56 0,76 
.0 ecm. d-LG + Mn”.+ Ag’ — 0.06 — 0,06 0,02 
cae on d-LG +- Mn” + Hg” 0,00 0,04 0.04 
105 ect d-LG + Mn” + Cu” 0,00 0,04 0,00 
aa €23-74 obne Zassts 2. .66 6.006 ce 1,00 1,05 1,05 
d, 1-LG -+- Ag’ 0,34 0.90 1.00 
Mp d, 1-LG + Hg” 0,90 1,05 1,05 
extra d, 1-LG + Cu” 1,00 1.00 1.00 
He. Di ee ee Se. 0,74 0,94 0.94 
atz vol d,1-LG + Mn” + Hg” 1,00 1,00 1,00 
d Ei d,1-LG -+ Mn” + Cu” 1,00 1,00 1,00 














Die Bedeutung verschiedener Substrate 
fiir den Stoffwechsel der Gewebe**. 
Von 
Norbert Brock, Hermann Druckrey und Wolfg: + Loch. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Univers: t Berlin.) 
(Eingegangen am 22, Juli 1942.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


In friiheren Versuchen! haben wir in Ubereinstimmung mit Devtsc), 
und Raper? festgestellt, dab Gewebsschnitte der Speicheldriise (Glandula 
submaxillaris) auf Zusatz solcher Pharmaka, welche die Driise in vivo 
zur Sekretion veranlassen, auch in vitro eine charakteristische Reaktion 
des manometrisch meBbaren Stoffwechsels zeigen. Sie besteht in einem 
betrachtlichen und steilen Anstieg der Atmung, im Mittel um 400°. 
Dabei treten gleichzeitig siurebildende Spaltprozesse auf, die im Stoff- 
wechsel des nichtgereizten Gewebes fehlen. Dieser ,,Erregungsstoff- 
wechsel* stellt also nicht eine einfache Steigerung des ,,Ruhestoff- 
wechsels** dar, sondern ist vor allem qualitativ von ihm verschieden!. 
Wir haben dann spater weitere Unterschiede zwischen diesen beiden 
Stoffwechseltypen festgestellt und ihre Bedeutung untersucht 3. 

Sin wichtiger Unterschied wurde darin ge .nden, daB der Ruhesto/f- 
wechsel der Driise iiber viele Stunden offenba” recht unabhangig davon 
verlauft, ob die physiologische Lésung, in der die Gewebsschnitte 
untersucht werden, ein energielieferndes Substrat (z.B. Glucose) 
enthalt oder nicht, daB der typische Ablauf des Erregungsstoffwechsels 
dagegen selir bald ein exogenes angreifbares Substrat verlangt!. 

So 14Bt sich in glucosehaltiger Ringerlésung durch Zusatz eines 
Pharmakons, das zur Erregung der Speicheldriise geeignet ist (z. B. 
Acetylcholin), der typische Erregungsstoffwechsel beliebig oft hinter- 
einander auslésen. In sudstratfreter Losung hat dagegen ein Acety]- 
cholinzusatz meist nur noch einmal, selten noch ein zweites Mal eine 
Wirkung. Die Stoffwechselreaktion bietet hier auch nicht mehr das 
charakteristische Bild. Schon die Atmungssteigerung ist wesentlich 


* Herrn Prof. W. Heubner zum 65. Geburtstag. — ** Mit Unter- 
stiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 

1 N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken, diese Zeitschr. 300, 1, 1938; 
Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 191, 687, 1939. — ? W. Deutsch u. H.S. 
Raper, J. of Phys. 92, 439, 1938. — * H. Druckrey, Verh. d. Deutsch. Ges. 
f. Kreislaufforsch., Nauheim 1941. 
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geringer als sonst, vor allem aber fehit die Saurebildung ganz. Weitere 
Reize sind dann vollig erfolglos, das Gewebe verhalt sich gegen Acetyl- 
cholin, Physostigmin oder Pilocarpin absolut ,,refraktar** (Abb. 1). 
Die Ursache hierfiir ist zweifellos im Fehlen eines energieliefernden 
Substrats und in der Erschépfung der zelleignen Substratreserven zu 
suchen. Das * Igt ganz klar aus dem Nachweis, daf allein der Zu- 
satz eines gee. ¢eten Substrats in kurzer Zeit die Reaktionsfahigkeit 
volistandig w dJerherstellt. 








30 r 
ohne Substrat 
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Abb. 1. Wirkung von Acetylcholin auf den Stoffwechsel von Speicheldriisenschnitten in Ringer- 
lésung ohne Substrat und mit 200 mg Glucose. 
Durchgezogene Linie: O,-Verbrauch; gestrichelte Linie: C O,-Bildung (gesamt), beides in emm/h 
pro mg; schraffiertes Feld: ,,Extrakohlensiure‘* = Bildung ,,fixer‘‘ Siéuren*. Die ange- 
gebenen Konzentrationen sind simtlich Endkonzentrationen in der Ringerlésung. Die Be- 
zeichnungen und Ma®8stiibe sind in allen Kurven gleich. 


* Dader,,respiratorische Quotient‘ maximal 1 betragen kann, kann ein UberschuB der Gesamt- 
CO,-Bildung tiber den Sauerstoffverbrauch als MaB fiir die Entstehung ,,fixer‘ Siuren im Stoff- 
wechsel dienen. Diese treiben aus der bicarbonathaltigen Lisung ,,Extrakohlensiure’ aus. Der 
Kiirze halber sprechen wir im Text nur von ,,Sdurebildung**. Wir halten es nicht fiir korrekt, diese 
Siiurebildung ohne weiteres mit .finer ,,Glykolyse’ zu identifizieren, wie es oft in der Literatur 
geschieht. Uns interessiert hier w.e in friiheren Arbeiten nur die Gesamtbildung fixer Siuren, und 
nur diese messen wir. Wirlassen  ichtlich zuniichst die Frage offen, welchem Stoffwechselvorgang 
sie entstammen (Glykolyse, Glykogenolyse, Dephosphorylierung 0. a.) und welcher Art sie sind 

(Milchsiure, Brenztraubensiiure, Phosphorsiure 0. a.). 


Nach diesen Beobachtungen kann also die Wiederherstellung der 
,.Erregbarkeit‘' beim ,,erschépften‘‘ Speicheldriisengewebe im Stoff- 
wechselversuch als ,,Test‘‘ dafiir dienen, ob ein bestimmtes Substrat 
von diesem Gewebe angegriffen und fiir den Erregungsstoffwechsel 
benutzt werden kann oder nicht. Weiter ware es interessant fest- 
zustellen, ob nach Zugabe der verschiedenen Substrate doch immer 
derselbe Stoffwechselablauf auftritt, oder ob bestimmte Substrate auch 
Einfliisse auf die Art des Stoffwechsels, also noch besondere physiolo- 
gische oder pharmakologische ,,.Wirkungen’ haben. Mit solchen Ver- 
suchen haben wir begonnen, und zwar wurde zunachst die Bedeutung 
der biologisch wichtigsten Substrate, némlich von Lactet, Pyruvat und 
Succinat, untersucht!. Die dabei benutzten Methoden sind aus unseren 
friiheren Mitteilungen zu ersehen. 


1 Vgl. W. Loch, Dissertation, Berlin 1939. 
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I, 

Zunichst bemiihten wir uns, etwas Klarheit tiber die Frage zu 
gewinnen, welches Substrat das Speicheldriisengewebe fiir den Ruhe- 
bzw. fiir den Erregungsstoffwechsel verwendet, wenn die Suspensions- 
fliissigkeit keinen Nahrstoff enthalt. 

Die Fahigkeit der Speicheldriise, auch unter diesen Umstanden 
noch ein- bis zweimal wenigstens mit einer Atmungssteigerung zu 
reagieren, ehe sie ,,refraktar‘‘ wird, beweist das Vorhandensein begrenzter 
Substratreserven im Gewebe, die allerdings offenkundig bald erschépft 
sind. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um ,,Glykogen‘. Es fallt 
allerdings auf, da8 trotzdem unter diesen Umstanden nach einer Reizung 
keine Saurebildung auftritt, was bei Vorhandensein eines spaltbaren 
Substrats méglich sein miiBte und z. B. in glucosehaltiger Ringerlésung 
auch erfolgt. 

Besonders tiberraschte uns schon bei unseren friiheren Unter- 
suchungen (l.c.) in substratfreier Lésung die Beobachtung, da der 
,.Ruhestoffwechsel‘* selbst dann, wenn der ,,Lrregungsstoffwechsel 
schlieBlich allein aus Substratmangel nicht mehr ausgelést werden kann, 
dessen ungeachtet in normaler Héhe und anscheinend véllig ungestért 
weiterlauft (Abb. 1). Es ergibt sich daher die Frage, welches Substrat 
denn unter diesen Umstanden fiir den Ruhestoffwechsel verbraucht 
wird, und warum dies fiir den Ruhestoffwechsel so gut geeignet ist, fiir 
den Erregungsstoffwechsel dagegen auch nicht einmal andeutungsweise 
gentigt. Das kann nicht eine Frage allein der Quantitdt sein, denn dem 
Gewebe steht offenkundig reichlich oxydables Substrat zur Verfiigung, 
wie das Weiterlaufen des Ruhestoffwechsels iibe: viele Stunden beweist. 
So ist zunachst nur die Feststellung méglich, daB zelleigne Substrate, 
die zur Bestreitung des Ruhestoffwechsels durchaus geniigen, fiir den 
Erregungsstoffwechsel nicht geeignet sind. 

Wir haben jetzt die Gegenfrage untersucht, ob namlich umgekehrt 
nun auch das fiir den Erregungsstoffwechsel geeignete Substrat im 
Ruhestoffwechsel nicht verbraucht wird. Dabei gingen wir von dem 
Befund aus, daB das Speicheldriisengewebe nach dem Ubertragen in 
substratfreie Lésung noch gerade soviel zelleignes Substrat (jener 
besonderen Art) enthalt, daf es noch einmal oder héchstens zweima! 
auf Acetylcholin reagieren kann. Wir haben versucht, diese ,, besonderen*’ 
zelleignen Substratreserven im Ruhestoffwechsel zu erschépfen. 

Da die Atmung beim Erregungsstoffwechsel etwa 1 Stunde lang 
doppelt so groB ist wie im Ruhestoffwechsel (Vergleich der Flachen- 
integrale in den Kurven), miiBten die fiir den Erregungsstoffwechse! 
anfangs vorhandenen zelleignen Substratreserven auch im Ruhe- 
zustand in 2 bis langstens 4 Stunden verbraucht werden, miiBte also 
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das Gewebe nach dieser Zeit in substratfreier Lésung gegen Acetyl- 
cholin refraktaér geworden sein. Wir haben nach diesen Uberlegungen 
Speicheldriisenschnitte in zuckerfreier Ringerlésung atmen lassen und 
anschlieBend in verschiedenen, ansteigenden Zeitabstinden mit Acety]- 


cholin gepriift, ob die Reaktionsfihigkeit noch 
vorhanden ist. Dabei zeigte sich zunachst, 
da bei Abwesenheit von Substrat schlieBlich 
auch der Ruhestoffwechsel langsam etwas ab- 
sinkt, und zwar nach 7 Stunden auf fast die 
Halfte des anfinglichen Wertes, nach 12 Stun- 
den auf ein Drittel (Abb. 2). Es sieht also so 
aus, als ob jetzt auch das fiir den Ruhestoff- 
wechsel dienende Substrat des Gewebes lang- 
sam erschépft wiirde. 

Wurde nun in der geschilderten Weise 
zu verschiedenen Zeiten Acetylcholin zuge- 
geben, so zeigte sich, daB die auf Grund der 
vorhandenen zelleignen Substratreserven noch 
einmal mégliche Reaktion sich in jedem Falle 
stets in der gleichen Weise und in der gleichen 
Hoke auslésen lieB, ganz unabhangig davon, 
wie lange das Gewebe vorher in substratfreier 
Lésung hatte leben miissen. Selbst nach mehr 
als 10 Stunden, zu einer Zeit also, als der 
Ruhestoffwechsel aus Substratmangel bereits 
auf fast ein Drittel abgesunken war, hatte 
der Acetylcholinzusatz noch dieselbe Wirkung 
wie bei einem anderen Versuchsansatz nach 
nur 1 Stunde, war also das fiir die Hrregung 
erforderliche zelleigne Substrat offenkundig 
noch genau so vorhanden, wie zu Beginn des 
Versuchs (Abb. 2, Kurve A und B). 

Dies Ergebnis scheint uns zu beweisen, 
daB das fiir die Atmungssteigerung bei der 
Erregung erforderliche zelleigne Substrat (auch 
in zuckerfreier Ringerlésung) im Ruhestoff- 
wechsel nicht verbraucht, sondern fiir den 
Erregungsstoffwechsel reserviert wird. Beim 
Erregungsstoffwechsel wird dann offenkundig 


nur dieses besondere zelleigne Substrat erschépft, nicht aber auch 
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fiir den Ablauf des Ruhestoffwechsels notwendige Substratreserve, 
denn wir sehen, da der Ruhestoffwechsel auch dann noch auf 
alten Héhe und anscheinend ganz ungestért weiterlauft. wenn der 
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Erregungsstoffwechsel allein aus Substratmangel nicht mehr aus 
lésbar ist. 

Daraus ergibt sich, daB das fiir den ,,Ruhestoffwechsel‘ (des 
Speicheldriisengewebes in substratfreier Lésung) dienende zelleigin: 
Substrat weder den ,,Erregungsstoffwechsel’‘ bestreiten kann, noc}, 
tiberhaupt in seinem Verlauf verbraucht wird, und daB8 umgekehrt 
das fiir diesen geeignete Substrat im ,,Ruhestoffwechsel‘‘ nicht an 
gegriffen wird. Das wiirde heiBen, daB beide Stoffwechseltypen ver- 
schiedene Substrate gebrauchen, sich auch in’ dieser Hinsicht vonein- 
ander unterscheiden. 

Schon in vorangegangenen Untersuchungen hatten wir festgestellt 
daB der Aufbau des fiir den Erregungsstof{fwechsel notwendigen Substrats 
im Speicheldriisengewebe wahrend der Erholung nach vorangegangener 
Erschépfung nur langsam und unter Aufnahme von Substrat und 
Mineralstoffen aus der Suspensionsfliissigkeit erfolgt, wahrend der 
Abbau in wenigen Minuten vonstatten geht. So gewannen wir den 
Findruck, da bei der Erholung ,,in der Zelle ein stoffliches System mit 
hoher potentieller Energie aufgebaut wird, das auf einen Reiz hin zum 
Abbau kommt, im Ruhestoffwechsel dagegen nicht angegriffen wird‘ |. 

So merkwiirdig diese Befunde erscheinen, die Ergebnisse unsere! 
Versuche lassen wohl keine andere Deutung zu. Wenn bisher ahnlich 
Beobachtungen nicht erhoben wurden, so mag das daran liegen, dab 
bei solchen Stoffwechselversuchen als ,,erregbares‘‘ Gewebe immer nur 
das Muskelgewebe benutzt wurde. Dies enthalt jedoch so betrachtliche 
Glykogenreserven, daB hier eine Erschépfung des zelleignen Substrats 
unter den experimentellen Bedingungen nicht so leicht méglich ist, der 
Substratgehalt der physiologischen Lésung also praktisch keine Rolle 
spielt. Zudem scheint uns bei vielen Untersuchungen iiber den Muskel- 
stoffwechsel (besonders dann, wenn sie am Gewebsbrei vorgenommen 
werden) und bei ihrer theoretischen Deutung zu wenig an das Bestehen 
qualitativer Unterschiede zwischen dem Ruhe und Erregungsstoffwechse! 
gedacht zu werden. 

In der Deutung unserer Befunde méchten wir zuriickhaltend sein 
Immerhin halten wir die Auffassung nicht fiir méglich, daB das im 
Ruhestoffwechsel gebrauchte Substrat nur quantitativ fiir den Erregungs 
stoffwechsel nicht ausreichen soll. Das ist schon deshalb nicht anzu 
nehmen, weil es, wie wir sahen, fiir die Aufrechterhaltung der Ruhe 
atmung ja viele Stunden lang ausreicht, obwoh! dazu — gemessen an 
der Gesamtmenge des verbrauchten Sauerstoffs — wesentlich mehr 
Substrat erforderlich ist als fiir einen einmaligen Erregungsstoffwechse). 
Dies um so mehr, als die Ruheatmung in glucosefreier Lésung betracht 


| H. Druckrey, Verh. d. Deutsch. Ges. f. Kreislaufforsch., Nauheim 1941 











hr aus 


1** (des 
relleign 
n, noch 
gekehrt 
cht an 
yen ver- 
vonein- 


vestellt. 
ibstrats 
angener 
at und 
nd der 
vir den 
em mit 
in zum 
wird ‘‘!, 
unsere! 
hnliche 
n, dal 
aer nur 
htliche 
bstrats 
ist, der 
» Rolle 
Tuske|- 
ymmen 
stehen 
vechse| 


d sein 
las im 
gungs- 
anzu 
Ruhe 
sen an 
mehr 
echsel. 
racht 


11941. 





Bedeutung verschiedener Substrate fiir den Gewebestofftwechsel. 305 


lich héher ist als bei Anwesenheit von Glucose. Wir glauben deshalb, 
daB man hier mit Quantitatsbegriffen fiir die Erklarung nicht auskommt, 
sondern Intensitatsbegriffe heranziehen muB. 

Die Feststellung, dai das im Ruhestoffwechsel verwendete zell- 
eigne Substrat fiir die Bestreitung des Erregungsstoffwechsels nicht 
dienen kann, erscheint deswegen besonders bemerkenswert, weil der in 
substratfreier Lésung anfangs noch auslésbare Erregungssteffwechsel als 
reine Atmung erscheint. Wir miissen danach annehmen, daB auch die 
Atmung beim Erregungsstoffwechsel nicht eine einfache Steigerung 
derselben Oxydationsprozesse ist, die beim Ruhestoffwechsel ablaufen, 
sondern vielleicht ebenfalls von diesen verschieden ist. Ob der Unter- 
schied in der Art des benédtigten Substrats liegt, was vielleicht am wahr- 
scheinlichsten ist, oder in der Art seiner Oxydation, ist vorliufig nicht 
zu entscheiden. Sicher ist lediglich, daf allein der Zusatz eines geeigneten 
Nahrstoffs die starke Atmung bei der Erregung wieder erméglicht, auf 
die Ruheatmung dagegen keinen wesentlichen FinfluB hat. 


2. 

In substratfreier Lésung bewirkt der Zusatz von Acetylcholin beim 
Speicheldriisengewebe, wie oben geschildert wurde, zunachst noch 
eine Stoffwechselreaktion, die sich jedoch von der in zuckerhaltiger 
Lésung auftretenden dadurch unterscheidet, daB nur die Atmung 
ansteigt, dagegen keine nennenswerte Saurebildung! erfolgt. Das kénnte 
dadurch bedingt sein, daB das Gewebe nicht mehr gentigend spalthares 
Kohlenhydrat, wohl aber noch oxydables Substrat enthielte. Dafiir 
kamen in erster Linie Lactat, Pyruvat und Succinat in Frage. Wir 
haben deshalb die Verwertbarkeit dieser Substrate im Ruhe- und 
Erregungsstoffwechsel untersucht: zuerst Lactat. 


Diese Substanz ist bereits von Deutsch und Raper (}.c.) fiir solche 
Versuche mit Erfolg verwendet worden. Die Ergebnisse dieser Autoren 
sind jedoch nicht beweisend, weil sie am nicht erschépften Gewebe 
gewonnen wurden, das nach unseren Beobachtungen in substratfreier 
Lésung ohnehin noch einige Male auf Acetylcholin mit einer Atmungs- 
steigerung reagieren kann (s. oben). 

Wird dem Gewebe Milchsiure als energielieferndes Substrat 
angeboten, so bestehen fiir die Verwertung zwei Méglichkeiten. Sie 
kann entweder unmittelbar oxydiert oder erst zur ,,Glykogen‘‘-Synthese 
benutzt werden. Wenn der zweite Fall zutrifft, also erst ein spaltbares 
Kohlenhydrat aufgebaut wird, so ware das Auftreten einer Saure- 
bildung im Erregungsstoffwechsel zu erwarten. Ergibt dagegen der 


1 Vgl. FuBnote S. 301. 
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Versuch nach Acetylcholinzusatz nur eine Atmungssteigerung ohn 
Saurebildung, so kénnte das fiir die ersterwahnte Méglichkeit eine: 
direkten Oxydation des Lactats sprechen. 

Zur Klarung dieser Frage haben wir den EinfluB von Lactat aut 
den Ablauf zunichst des Ruhe- und dann des Erregungsstoffwechsel|s 
am gleichen Gewebe untersucht. Um vdéllig klare Verhaltnisse zu haben 
gingen wir dabei so vor, da zunachst die Substratreserven in Speiche!- 
driisenschnitten durch zweimalige Acetylcholingabe in substratfreier 


Lésung erschépft wurden. Erst dann tibertrugen wir das Gewebe zur 


Stoffwechselmessung in die VersuchsgefaBe, welche ebenfalls substrat- 
freie Lésung enthielten. Nach dieser 





arn 


| Vorbehandlung reagiert das Gewebe 
| 


ae Rett nicht mehr auf Acetylcholin, sind 


wr | T re seine Substratreserven (fiir den Er- 
regungsstoffwechsel) also praktisch 
erschépft. Nachdem wir den Ruhe- 
stoffwechsel eine Zeitlang unter diesen 
Bedingungen verfolgt hatten, gaben 
wir aus einer Anhangsbirne soviel 
Lactat hinzu, daB die Endkonzen- 
tration in der Ringerlésung 100 mg®, 
betrug. Danach erfolgte meist ein 
betrachtlicher Anstieg der Atmung 
St. (Abb. 3). Diese atmungssteigernd 
sung Wika vr tact Camas) Wirkung der Milehsure ist. gut. be 
regungsstoffwechsel** von Speicheldriisen- kannt 1, Sie erklart sich wohl daraus, 
eiailences care aay daB dies Substrat besonders leicht 
oexydiert werden kann. Die Atmungs- 
steigerung hielt aber in unseren Versuchen meist nur etwa 30 Minuten 
an, dann sank der Stoffwechsel wieder ab und lief im vorherigen 
Kurvengang weiter. Auch aus Angaben der Literatur? geht hervor, dah 
Lactatzusatz keineswegs unter allen Umstanden zu einer Atmungs- 
steigerung zu fiihren braucht. Vielmehr scheint es sehr auf die Art des 
Gewebes und seinen jeweiliger Zustand anzukommen. Wir kennen eine 
ganze Reihe von Beispielen dafiir, da sich verschiedene Gewebe 
gegeniiber bestimmten Substraten ganz verschieden verhalten. 








Als regelmaBiger Befund wurde am Speicheldriisengewebe nach 
Zusatz von Lactat ein auBerordentlich starkes Absinken des respiratori- 


' O. Meyerhof, ,,Die chemischen Vorginge im Muskel*. Berlin 1930: 
K, Elliot, A. C.u. F. H. Elliot, J. of biol. Chem, 127, 457, 1939. — ? H. A. 
Krebs, diese Zeitschr. 234, 281, 1931; Biochem. J. 32, 913, 1938; R. Wetzel u 
C. Meadows, Arch. f. exper. Path. u. Pharm, 187, 192, 1937. 
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schen Quotienten! beobachtet. Es diirfte also doch auch ein Teil der 
Milchsaure zu Synthesen benutzt werden. Immerhin kann nach diesen 
Ergebnissen das Lactat zweifellos als Substrat fiir den Ruhestoffwechsel 
dienen, denn ein Teil wird dabei sicher unmittelbar verbrannt, wie der 
sofortige Anstieg des Sauerstoffverbrauchs anzeigt. 

_AnschlieBend priiften wir die Bedeutung des Lactats fiir den 
Errequngsstoffwechsel. Dies geschah in der oben beschriebenen Weise 
durch den Versuch, am substraterschépften Speicheldriisengewebe die 
Erregbarkeit’* durch Angebot von Lactat wiederherzustellen. Um dem 
Gewebe Zeit zu einer etwaigen ,,Glykogen‘‘synthese zu lassen, wurde 
im allgemeinen 1 bis 11/5 Stunden nach der Lactatzugabe gewartet, 
ehe wir Acetylcholin einwirken lieBen. Wurde nun gereizt, so erfolgte 
eine auBerordentlich kraftige Reaktion (Abb. 3). Die Atmung stieg steil 
an, oft bis iiber ein Qo, von 50 hinaus, also sehr viel héher als bei 
Verwendung von Glucose als Substrat, wo das Yo, im allgemeinen den 
Wert 30 nicht iibersteigt. Der Versuch zeigt damit, daB das Lactat 
als hochwertiges Substrat auch fiir den Erregungsstoffwechsel dienen 
kann. Ob das Lactat dabei unmittelbar verbrannt wird, oder ob es 
vorher zum Aufbau eines besonderen. fiir den Erregungsstoffwechsel 
geeigneten Substrats (wohl ,,Glykogen‘:) dient, kann bis zu einem 
gewissen Grade aus dem Verhalten des ,,respiratorischen Quotienten* 
geschlossen werden. Dieser steigt bei der Reaktion auf Acetylcholin 
von den sehr niedrigen Ruhewerten betrachtlich an (Abb. 3). Wenn 
er dabei auch den Wert 1 nicht iiberschreitet, so kann daraus doch nicht 
ohne weiteres geschlossen werden, daB iiberhaupt keine Spaltprozesse 
aufgetreten waren oder gar, daB nicht vorher eine Synthese von ,,Glyko- 
gen‘ aus Lactat erfolgt sei. Vielmehr deutet der bereits erwahnte sehr 
niedrige ,,respiratorische Quotient’ im Ruhestoffwechsel bei den Ver- 
suchen mit Lactat auf gleichzeitige Synthesen hin, wahrend sein be- 
trachtlicher Anstieg nach der Reizung durchaus durch Spaltprozesse 
mitbedingt sein kénnte. 

Fiir die Annahme, dai} die Milchsaure beim Erregungsstoffwechsel 
nicht unmittelbar verbrannt wird, sondern daB zunachst Synthesen 
stattfinden, spricht wohl am klarsten eine andere Beobachtung, die 
wir bei solchen Versuchen immer wieder machten. Der Erregungs- 
stoffwechsel erreichte nimlich um so héhere Werte, je laingere Zeit 
(bis zu einem Optimum) zwischen der Zugabe des Lactats und der 
Auslésung der ,,Erregung** lag. Wurde sehr bald nach dem Lactat 
zusatz gereizt, so blieb der Anstieg verhailtnismaBig geringer (Abb. 3). 
Enthielt die Lésung dagegen etwa schon von Anfang an Lactat, also 

' Unter ,,respiratorischer Quotient’ ist hier nur das Verhialtnis: Ge- 
samt-CO,-Bildung zu O,-Verbrauch verstanden, ohne Riicksicht auf die 
Herkunft der CQ,. 
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schon mehr als 1 Stunde vor der Reizung, so sahen wir so starke Anstieve 
wie in den Abb. 4 und 6. 

Die enorme Atmungssteigerung, die nach Acetylcholinzusatz in 
lactathaltiger Ringerlésung auftritt, 148t an die Méglichkeit denken 
da das Lactat hierbei schnell herunter oxydiert und bald erschépft 
wird. Die starke Reaktion auf Acetylcholin ware dann nur im Anfang 
und nur einmal zu erwarten. Wir haben deshalb untersucht, ob das 


a Speicheldriisengewebe in lactat- 









Lactat haltiger Lésung in der Lage ist. 
200mg%| auf wiederholte Reizung mehrfach 


hintereinander mit  gleichstarken 
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gieren. Das war der Fall. Die 








































zweite (gleich groBe) Dosis Acety! 
0. —————_——_———— 
| Lactat 
| 25mg% } 
| ' 
| 
| 
| 
"| 
= 
4 a—— 
10 ih cosaiel Mae A. 
ase | 
4Std. 0 
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cholingaben auf den Stoffwechselablauf cholingaben auf den Stoffwechselablaut 
von Speicheldriisengewebe in _ lactat- von Speicheldriisengewebe in BPinger- 
haltiger Ringerlésung (200 mg%). lésung mit 25 mg, Lactat. 
Bezeichnungen wie in Abb. 1. Bezeichnungen wie in Abb. 1. 


cholin léste oft eine noch starkere Reaktion aus als die erste, dic 
Atmungssteigerung erreichte fast den Wert Qo, = 60, bei 200 mg°, 
Lactat sogar 70! (Abb. 4, 5 und 6). Danach besteht kein Zweifel, dali 
Lactat als Substrat fiir den Erregungsstoffwechsel des Speicheldriisen 
gewebes ganz besonders gut geeignet ist. 

Die ungewoéhnliche Héhe der Atmung beim Erregungsstoffwechse! 
in lactathaltiger Ringerldsung koénnte wenigstens zum Teil dadurc! 
bedingt sein, daB mit der Verbrennung des Saurerestes des Natrium 
bzw. Kaliumlactats ein fortlaufender Anfall alkalischer Valenzen 
erfolgt!. Es ist ja gentigend bekannt, daB die Atmung im alkalischei 


1 O, Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 171, 381, 1926. 
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Milieu wesentlich héher liegt als im sauren. Diese Méglichkeit ist sicher 
vegeben und diirfte wohl auch biologisch bedeutsam sein, adlein reicht 


sie indessen zur Erklarung der exzessiven Atmungssteigerung in unseren 
Versuchen offenkundig nicht aus. Das geht schon daraus hervor, dab 
der Ruhestoffwechsel in Lactat-Ringeilésung keineswegs, wie man 
sonst erwarten miiBte, immer und auch nicht dauernd erhéht ist, wenn 
der Erregungsstoffwechsel 

die hohen Werte zeigt. | 
Dem fortlaufenden Anfall | 
alkalischer Valenzen steht 
im tibrigen ja auch die stan- 
dige Bildung saurer Stoff- 
wechselprodukte (z. B.C O3) 
vegentiber. 








Lactat-Kinger-Lisung 
(m0mg%) 








Die oben erwahnte 
Feststellung, dab bei Zu- 
gabe von Lactat als Sub- 
strat der Erregungsstoff- 





wechsel so exzessiv hohe 
Werte erreicht, der Ruhe- | | ‘ 4 
o 








: be Glu , 3 

stoffwechsel dagegen oft | Ach. ALK, cose A.th., 

, | 50” | £10", 2007g% 50 
gar nicht gesteigert wird, 0 r ? 3 ¥ 5 6 Std. 
laBt erkennen, daB der Zu- Abb. 6. Wirkung von Acetylcholin auf den Stoff- 
S 2¢@ (lewehes fii a wechselablauf von Speicheldriisengewebe in lactat- 
stand des Ge webes fiir die haltiger Ringerlésung und nach Zusatz von Glucose. 
atmungssteigernde —_,, Wir- Bezeichnungen wie in Abb. 1 


kung‘ des Lactats eine 

wesentliche Rolle spielt. Da das Lactat danach gerade auf den Er- 
regungsstoffwechsel wirkt, also jenen Stoffwechseltyp, in dessen Ver- 
lauf auch Milchsaure gebildet wird, erscheint es méglich, daB solche 
Wechselbeziehungen biologisch bedeutsam sind. Wir haben deshalb 
Versuche dariiber angestellt, ob Lactatkonzentrationen, die im Be- 
reich physiologischer Grenzen liegen, schon solche Substratwirkungen 
haben. Sie ergaben, daB schon 25mg% Milchsdure als Lactat am 
substratersch6pften Speicheldriisengewebe einen Atmungsanstieg  er- 
méglicht, der iiber die in glucosehaltiger Lésung zu beobachtende 
Hohe hinausgeht (Abb. 5). 


3. 

Unter physiologischen Bedingungen ist das Lactat niemals als 
alleiniges Substrat vorhanden. Vor allem steht die Glucose immer 
gleichzeitig zur Verfiigung. Es schien daher notwendig, zu untersuchen, 
ob der Stoffwechselablauf in lactathaltiger Lésung durch gleichzeitig 
vorhandene Glucose beeinfluBt wird. Das war um so notwendiger, 
als die Glucose ja mit Recht als wichtigstes energielieferndes Sub- 
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strat gilt, das sogar in der Lage sein soll, andere Substrate zu \ 
drangen ! 

Wir haben deshalb Versuche angeschlossen, in welchen wir der 
lactathaltigen (100 mg%igen) Ringerlésung noch Gfucose in einer End. 
konzentration von 200mg% zugegeben haben. Einen regelmaBigen 
EKinfluB auf die Héhe der Ruheatmung hatte der Zusatz der Glucose 
nicht ; wenn ein Effekt auftrat, bestand er ebenso oft in einer Steigerung 
wie in einer Senkung!. Hine Wirkung war dagegen regelmabig zu 
beobachten, namlich ein deutlicher <Austieg des _,,respiratorischen 
Quotienten‘’, welcher oft tiber den Wert 0,9 hinausging, aber doch nie 
den Wert | erreichte. Das war der einzige sicher erkennbare Einflui 
der Glucose auf den Ruhestoffwechsel der Speicheldriise in lactat 
haltiger Lésung (Abb. 6). 

Die Reaktion des Stoffwechsels auf Acetylcholin, der ,,Erregungs- 
stoffwechsel’*, gab dagegen bei gleichzeitiger Anwesenheit von Lactat 
und Glucose ein véllig verindertes Bild, welches sowohl] von dem ver- 
schieden war, das in allein lactathaltiger Lésung auftritt, als auch von 
dem, welches bei Benutzung von Glucose als alleinigem Substrat zur 
Beobachtung kommt. 

Es trat namlich jetzt trotz Anwesenheit von 100 mg°% Lactat nicht 
mehr jene exzessive Atmungssteigerung ein wie bei den Versuchen mit 
Lactat allein, sondern eine wesentlich geringere, nimlich gerade von 
der Hohe, wie sie in einer Ringerlésung, die nur Glucose enthalt, zu 
beobachten ist. Von dieser unterschied sie sich jedoch dadurch, dai 
sie nicht von einer Saurebildung begleitet war. Der respiratorische 
Quotient stieg in diesen Versuchen nach Acetylcholinzusatz oft kaum an 

Diese Verhaitnisse kamen am deutlichsten in den Versuchen zum 
Ausdruck, in denen wir das Gewebe zunachst in lactathaltiger Losung 
untersuchten und dann erst Glucose zusetzten (Abb. 6). 

Bei gleichzeitiger Anwendung von Glucose und Lactat als Substrat 
lassen sich also zwei ,,Wirkungen‘: erkennen. Erstens hemmt das 
Lactat die Spaltung des Kohlenhydrats, die ,,Saéurebildung*‘?, weit- 
gehend, und zweitens hemmt die Glucose die schnelle Oxydation des 
Lactats. Beide Substrate beeinflussen sich also gegenseitig. 

Die Beobachtung iiber die spaltungshemmende Wirkung des 
Lactats steht in guter Ubereinstimmung mit fritheren Angaben von 
Deuticke®, sowie von Meyerhof und Lohmann (|. c.), die eine Hemmung 
der Glykolyse durch Lactat bei Gewebsstoffwechselversuchen fanden 
Die Besonderheit unserer Ergebnisse liegt darin, daB das Lactat gerade 
die bei der Erregung auftretenden Spaltprozesse hemmt, und zwar s0 
‘ N. Brock, H. Druckrey u. H. Herken, diese Zeitschr. 300, 1, 1938. 


2 Vgl. FuBnote 8. 300. * H. J, Deuticke, Zeitschr. f. physiol. Chem. LI 
196, 1925. 








ZU Ver 


wir der 
ler End. 
maBiger 
Glucose 
pigerung 
aBig zu 
orischen 
loch nie 
Einfluss 
lactat 


egungs- 

Lactat 
em ver- 
ich von 
rat zur 


at nicht 
hen mit 
ide von 
alt, zu 
th, dab 
sorische 
um an 
en zum 
Loésung 


ubstrat 
nt das 

weit- 
ion des 


1g des 
an von 
nmung 
anden 
gerade 


war so 


IBS. 
m. 141 





Bedeutung verschiedener Substrate fiir den Gewebestoffweechsel. 311 


weitgehend. daB es in keinem Falle zur ,,Extrakohlenséure*‘- Bildung 
kommt, 
An sich liegt der Gedanke nahe, die Hemmungswirkung des Lactats 


auf die ,,Glvkolyse‘* — wenigstens soweit dabei Milchsdure gebildet 
wird — einfach nach dem Massenwirkungsgesetz zu verstehen. Dann 


ware sie in unseren Versuchen und denen von Deuticke aber als eine 
Wirkung des Lactat-lons aufzufassen und nicht des Wassersteffions, 
denn wir haben ja das Natriumsalz und nicht freie Milchsdure zugesetzt. 
Die Wasserstoffionenkonzentration wird daher sogar fortlaufend ab- 
nehmen, weil mit der Verbrennung des Lactats ja das Alkali zuriick- 
bleibt. Dadurch miiBte aber gemaB aller Erfahrung die ,,Glykolyse* 
bzw. Glykogenolyse gerade stark geférdert werden. Wir halten es fiir 
moéglich, daB die Hemmung der Spaltprozesse durch Lactat in unsern 
Versuchen noch andere Griinde hat. Hier kame vor allem die bekannte 
Glykolysehemmung durch oxydierende Substanzen in Frage, die bei 
der Oxydation der Milchsiure woh] auch entstehen. 

Wichtiger ist die Frage, ob diese Glykolysehemmung durch Lactat 
biologisch eine Rolle spielen kann. Es wire also zu priifen ob Lactat- 
konzentrationen, wie sie unter normalen oder pathologischen Bedingun- 
gen im Gewebe vorkommen, schon fiir eine solehe Wirkung ausreichen. 
Das muB von vornherein bejaht werden, denn schon im normalen 
Gewebe kommen oft héhere Werte vor als 100 mg%, die in unseren 
Versuchen wirksam waren und die auch Deuticke in seinen Versuchen 
mit Muskelbrei wirksam fand. So bestimmten Reiss, Druckrey und 
Fischl} in den Uteri infantiler Ratten 93mg% und nach Follikel 
hormonbehandlung sogar 438 mg%. In der Speicheldriise selbst haben 
Deutsch und Raper bereits Milchsaéiurebestimmungen durchgefiihrt und 
in der durch Acet yicholin , ,erregten‘‘ Driise 70 bis 90 mg% (umgerechnet) 
mehr Milchsaure als in der ,.ruhenden‘‘ gefunden. Hierbei ist jedoch 
noch zu bedenken, daB die Milchséurekonzentration am Entstehungsort 
in der Zelle weit héher sein muB, als uns der Durchschnittswert, den 
wir bei Milchsiurebestimmungen im Gewebe finden, angibt. 

Um ein klares Bild von diesen wichtig erscheinenden Wechsel- 
beziehungen zwischen Milchsaéure und ,,Glykolyse** zu gewinnen, haben 
wir in quantitativen Versuchen jene Milchsaurekonzentration bestimmt, 
die gerade noch mit Sicherheit in der Lage ist, das Hinausgehen des 
(scheinbaren) respiratorischen Quotienten im ,,Erregungsstoffwechsel* 
itber den Wert 1 zu verhindern. Das gelang mit 60 mg% Lactat (be- 
zogen auf Milchsiure) ganz klar in allen Fallen. 40 mg% hatten diese 
Wirkung nicht mehr, noch kleinere Konzentrationen lieben iiberhaupt 
keinen Effekt erkennen. 


' M. Reiss, H. Druckrey u. F. Fischl, Endokrinologie 10, 241, 1932. 
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Es erscheint uns von héchstem Interesse, daB die Grenze zwische: 
wirksamer und unwirksamer Lactatkonzentration gerade in einem 
Bereich liegt, der biologisch besonders wichtig ist. Denn die Konzentra 
tion im Blute mit etwa 10 mg%, oder im ruhenden Gewebe, die etwa 
das Doppelte betragt, reicht nach unseren Versuchen nicht aus, dic 
Saurebildung zu beeinflussen, wohl aber jene Lactatkonzentrationen 
wie sie in arbeitenden, wachsenden und geschadigten Geweben vor. 
kommen. 

Es scheint also so zu sein, daB die Milchsdure, die vom Gewebx 
unter den genannten Umstianden gebildet wird, ihrerseits wieder gerade 
auf jenen Teilvorgang des Stoffwechsels wirkt, in dem sie entsteht, und 
zwar in dem Sinne, da sie dabei nur ihre eigene Bildung hemmt, nicht 
aber die Stoffwechselsteigerung bei der Erregung, so daB ein fast reiner 
Atmungsstoffwechsel resultiert. Das diirfte deshalb von besonderer 
Wichtigkeit sein, weil die Reaktionsfahigkeit des Speicheldriisengewebes 
nach friitheren eigenen Ergebnissen! gegen die verschiedenen Folgen 
einer zu starken Saurebildung, namlich gegen eine Zunahme der Wasser- 
stoffionenkonzentration und besonders gegen jede Steigerung des 
osmotischen Druckes im Gewebe, so auBerordentlich empfindlich ist. 
daB sie schon nach geringfiigigen Anderungen der physiologischen 
Verhialtnisse an diesen Stellen véllig erlischt. Dem Eintreten dieses 
Falles wirkt also das Lactat durch seine hemmende Wirkung auf die 
Sadurebildung entgegen. 

Damit wiirde die Milchsdure oe Stoffwechselprodukt auf drei ver- 
schiedenen Wegen ,,regulierende‘‘ Funktionen sowohl! auf die Reaktions- 
fahigkeit des Gewebes als auch auf die die Reaktion begleitenden Stoff- 
wechselvorgange austiben kénnen. Namlich erstens durch die Zunahme 
der Wasserstoffionenkonzentration bei der Glykolyse, die sowohl die 
Glykolyse2 hemmt als auch die Reaktionsfihigkeit des Gewebes herab- 
setzt1! und so eine ,.selbststeuernde** Funktion ausiibt?. Zweitens durch 
die Zunahme des osmotischen Druckes im Gewebe, gegen welche die 
Reaktionsfahigkeit des Gewebes ganz besonders empfindlich ist !, und 
drittens durch die die ,,Glykolyse’‘ hemmende Wirkung des Lactat- 
Anions, deren Wirkung hier dargestellt wurde. Wir haben also bei der- 
artigen Substraten tiber ihre ,,physiologisch chemische’ Bedeutung hinaus 
mit recht einschneidenden ,,Wirkungen‘: zu rechnen, die bereits in das 
Gebiet der ,,.Pharmakologie’: hiniiberreichen. Derartige biologische Wir- 
kungen der Substrate sind schon verschiedentlich diskutiert worden #4 
und scheinen in Zukunft weiteres Interesse zu verdienen. 

' H. Druckrey, Verh. d. Deutsch. Ges. f. Kreislaufforsch. XIV. Tagung,. 
Nauheim 1941; N. Brock, Aich. f. exper. Path. u. Pharm. 198, 609, 1942: 
N. Brock u. H. Druckrey, ebenda 8. 644. — *? O. Warburg, Der Stoffwechsel 
der Tumoren. Berlin 1926. — * M. Reiss, Med. Klin. 1931, 8S. 1426 
4 R. Meier u. K. Ballowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 122, 1934. 
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In den oben geschilderten Versuchen hatten wir festgestellt, daB 
nicht nur die Milchsaure einen EinfluB auf die Verwertung der Glucose 
(des Kohlenhydrats) hat, sondern umgekehrt auch die Glucose eine 
.Wirkung*: auf die Oxydation des Lactats!. Dies in der Weise, daB 
bei gleichzeitiger Anwesenheit von Glucose durch Acetylcholin nicht 
mehr jene exzessive Stoffwechselsteigerung ausgelést wird, wie bei 
Anwesenheit von Lactat als einzigem Stbstrat, sondern eine viel ge- 
ringere, etwa von der Hohe wie in einer Lésung, die nur Glucose enthilt 
(Abb. 5). Das wiirde zu Befunden von Runnstrém und Sperber? passen, 
die in Versuchen an Hefe mit Substratgemischen fanden, daB Glucose 
andere Substrate, z. B. Brenztraubenséure oder Alkohol, verdrangen 
kann. In diesen Fallen wurde zuerst die Glucose verbraucht. 


Der starke EinfluB, den die Glucose auf den Erregungsstoffwechsel 
in unseren Versuchen hatte, ist um so bemerkenswerter, als der Ruhe- 
stoffwechsel durch den Giucosezusatz in unseren Versuchen praktisch 
gar nicht verandert wurde. Die Wirkung der Glucose scheint also 
ebenfalls vom Zustand des Gewebes bzw. von der Art der Stoff- 
wechselvorgange abzuhangen. 


Diese Versuche zeigen, daB zwischen den beiden biologisch so 
wichtigen Substraten Lactat und Glucose interessante Wechsel- 
beziehungen bestehen. 


4, 


Als nachstes Substrat wurde die Brenztraubensaure untersucht, 
weil sie im intermediaren Stoffwechsel eine zentrale Stellung einnimmt. 
Zunachst priiften wir die Frage, ob die Brenztraubensaure in der Lage 
ist, die Reaktionsfahigkeit des Speicheldriisengewebes nach _ ,,Er- 
sch6pfung‘‘ in substratfreiem Milieu wieder herzustellen. Das war der 
Fail. Der Zusatz von Acetylcholin léste in pyruvathaltiger (100 mg%) 
Ringerlésung auch bei Wiederholung jedesma] eine kraftige Stoffwechsel- 
steigerung aus (Abb.7). Sie entsprach ihrer Art nach der in lactat- 
haltigem Milieu beobachteten insofern, als keine ,,Extrakohlensaure** 
gebildet wurde. Der respiratorische Quotient lag auf etwa normaler 
Hohe, war also kleiner als 1, doch aber wesentlich gréBer als in 
lactathaltiger Lésung. Ein wesentlicher Unterschied bestand in der 
Hohe der Stoffwechselsteigerung, die nach Acetylcholin auftrat. Sie 
war bei Verwendung von Pyruvat stets wesentlich kleiner als in den 
Versuchen mit Lactat, jedoch gréBer als in glucosehaltiger Ringerlésung. 
Hier liegt also ein betrachtlicher Unterschied zwischen diesen beiden 
Substraten vor. 


1 Inzwischen lieBen sich diese Ergebnisse auch an einem anderen Gewebe 
bestatigen, woriiber Richter u. Mitarbeiter demnachst berichten werden. 
* E. Sperber u. Runnstrém, diese Zeitschr. 300, 373, 1939. 
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AnschlieBend untersuchten wir die Frage, ob der typische Ablaut 





des Ruhe- und Erregungsstoffwechsels in glucosehaltiger Lésung durc |) 
das gleichzeitige Vorhandensein von Brenztraubensaure ahnlich beein 
fluBt wird, wie wir es bei der Milchséure gefunden haben, vor allem ob 
die Brenztraubenséure die Saurebildung unterdriickt. Die Versuche 
wurden ebenso angeordnet, wie dies bei dem entsprechenden Versuch 
mit Lactat und Glucose beschrieben wurde. Wir beobachteten zundachst 
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Abb. 7. Ablauf des ,,Ruhe*- 
und ,,Erregungsstoffwechsels** 
von Speicheldriisenschnitten in 
pyruvathaltiger Ringerlésung. 
Bezeichnungen wie in Abb. 1. 
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Abb. &. Ablauf des ,,Ruhe*- und 
,, Erregungsstoffwechsels® in pyruvat- 
haltiger Ringerlésung sowie nach Zu- 
satz von Glucose. 
Bezeichnungen wie in Abb. 1. 


einer Anhangsbirne dem Versuchsgefai soviel Glucose zu, dai 
Endkonzentration in der Lésung 200 mg% betrug. 


Nach diesem Zusatz trat schon im Ruhestoffwechsel eine kraitige 
Saurebildung auf, die bei Reizung mit Acetylcholin noch zunahm 
(Abb. 8). Die Brenztraubensiure hemmt also im Gegensatz zum Lactat 
die Saurebildung nicht, vielmehr verlauft der Stoffwechsel bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit beider Substrate so, als ob die Lésung nur Glucose 
enthalt. Das entspricht den Befunden Runnstréms und Sperbers (I. ¢. 
iiber die Verdrangung der Brenztraubensaure durch Glucose. 


Als letztes Substrat wurde die Bernsteinséure untersucht. 


”. 
Diese 


Dicarbonsaéure nimmt bekanntlich nach Szent-Gydrgyi im intermediaren 
Kohlenhydratstoffwechsel eine besondere Stellung ein. Das Vorhanden 
sein einer hoch wirksamen Succinodehydrase im Gewebe macht es 


wahrscheinlich, daB die Bernsteinsiure im sogenannten C,-Dicarbon 
siiuren-Cyclus eine wichtige Rolle bei der Wasserstoffiibertragung spiel! 
Es waren deshalb nach allem von der Bernsteinsaure ahnliche Effekt: 


zu erwarten gewesen wie von der Milchsaure. 
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Die Anordnung der Versuche wa dieselbe wie bei der Untersuchung 
des Lactats und Pyruvats, d.h. es wurde nach Erschépfung der im 
Gewebe vorhandenen Substratreserven das Succinat als einziges Substrat 
angeboten (Abb. 9). In allen Versuchen lag der respiratorische Quotient 
unter diesen Umstinden auBerordentlich niedrig. Das entspricht wohl 
der schnellen Dehydrierung der Bernsteinsdéure. Trotzdem hatte sie auf 
die Héhe der Atmung im Ruhestoffwechsel offensichtlich gar keinen 
KinfluB, die Werte fiir das Q, lagen bei 5 bis 10, d. h. auf derselben , 
Hohe wie im substratfreien Milieu. Es 
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bildung war nicht erkennbar. 

Wurde nun Glucose zugesetzt, so stieg der respiratorische Quotient 
schnell stets auf normale Werte an. Die Glucose wird also auch hier 
schon im Ruhestoffwechsel angegriffen. Acetylcholin léste dann eine 
kraftige Stoffwechselsteigerung aus, die sowohl in ihrer Héhe als auch 
ihrem Charakter nach durchaus dieselbe war wie in einer Lésung, die 
nur Glucose enthalt. Es hat damit auch hier den Anschein, daB die 
Glucose das Succinat verdrangen kann bzw. das_ ,,bestimmende* 
Substrat ist. 

Die Bernsteinsaéure vermochte also vor allem nicht die Saure- 
bildung beim Erregungsstoffwechsel in gleichzeitig glucosehaltiger 
Lésung zu verhindern, noch nicht einmal sichtbar zu _beeinflussen. 
Dieser Befund ist deshalb etwas iiberraschend, weil die Bernsteinsiure 
sicher leicht dehydriert wird, in dieser Hinsicht also der Milchsaure 
entspricht. Wenn sie trotzdem keinen Einflu8 auf die Saurebildung 
hatte, so deutet das darauf hin, daB die glykolyse- bzw. glykogenolyse- 
hemmende Wirkung des Lactats insoweit sicher kein unspezifischer 
Effekt ist, als er nicht einfach der leichten Dehydrierbarkeit des Lactats 
zugeschrieben werden kann. Das gleiche diirfte fiir die enorm steigernde 
Wirkung des Lactats auf den ,,Erregungsstoffwechsel* gelten. 


21* 
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Zusammenfassung, 






1. Speicheldriisenschnitte reagieren in substratfreier Ringerlésung 
nur noch ein- bis zweimal auf Zusatz von Acetyicho!lin mit einer Stoff 





wechselsteigerung; weitere Reize werden nicht mehr beantwortet 
Zugabe eines angreifbaren Substrats stellt die normale Reaktions 
fahigkeit jederzeit wieder her. Mit dieser Methode la4Bt sich die Frag: 
entscheiden, ob bestimmte Stoffe als Substrate fiir den ,,Erregungs 







stoffwechsel** dienen kénnen oder nicht. 

2. Die Fahigkeit des Gewebes, in substratfreier Lésung noch ein 
bis zweimal mit einer Stoffwechselsteigerung zu reagieren, beruht auf 
dem Vorhandensein zelleigner Substratreserven. Diese werden im 
, Ruhestoffwechsel** anscheinend nicht angegriffen, sondern fiir den 
..Erregungsstoffwechsel‘* reserviert. 

3. Der ,,Ruhestoffwechsel’* des Speicheldriisengewebes verlauft 
in substratfreier Ringerlésung auch dann noch unverandert und iiber 
viele Stunden auf der normalen Héhe weiter, wenn die fiir den Er- 









regungsstoffwechsel geeigneten Substratreserven so vollstandig erschépft 
sind, daB das Gewebe mangels Substrat auf Acetylcholin nicht mehr 
anspricht. Es miissen also andersartige zelleigne Substrate vorhanden 






sein, die wohl fiir den ,,Ruhestoffwechsel* geeignet sind, nicht aber fiir 





den ,,Erregungsstoffwechsel‘*. Es wird damit wahrscheinlich, daB die 
beiden Stoffwechseltypen verschiedene Substrate gebrauchen. 

4. Lactat, Pyruvat und Succinat werden im ,,Ruhestoffwechsel* 
wenn auch offenbar in verschiedener Weise, angegriffen und kénnen 
auch als Substrat fiir den ,,Erregungsstoffwechsel** des Speicheldriisen. 
gewebes dienen, wahrscheinlich werden sie zur ,,Glykogen‘‘synthese 






verwendet. 

5. In lactathaltiger Ringerlésung lést Acetylcholin beim Speichel- 
driisengewebe exzessiv hohe Stoffwechselsteigerungen aus. Zusatz von 
Glucose in physiologischen Konzentrationen hemmt diese. 

6. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Glucose hemmt Lactat 
selbst bei abnehmender Wasserstoffionenkonzentration die sonst auf- 
tretende Saurebildung stark, und zwar noch in der physiologischen 
Konzentration von 60 mg®. In kleineren Konzentrationen dagegen 
nicht mehr. Pyruvat und Succinat haben diese Wirkung nicht. 

7. An diesen Beispielen wird das Vorhandensein besonderer 
.,Wirkungen“ fiir die beiden wichtigsten Substrate Glucose und Milch- 
siure aufgezeigt und ihre biologische Bedeutung besprochen. 
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Der Kaliumgehalt der Drosophila melanogaster 
(Wildform) und die spontane Mutabilitit. 
Von 
Rudolf Keil. 

(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biophysik zu Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 24, Juli 1942.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Mit der Entwicklung der kiinstlich radioaktiven Substanzen hat 
auch die Frage hinsichtlich der biologischen Bedeutung der Kalium- 
Radioaktivitat, der in der vergangenen Zeit verschiedene Arbeiten, vor 
allem von Zwaardemaker, gewidmet wurden, neue Perspektiven erhalten. 
Kinige Berichte in dieser Hinsicht liegen bereits vor. So schien es uns 
lohnend, bei einem der bestuntersuchten Testobjekte der strahlen- 
biologischen Untersuchungen — der Drosophila-Fliege — médglichst 
genaue Angaben iiber den Kaliumgehalt im K6rper zu erhalten. 

Kine weitere Fragestellung, und zwar aus dem Gebiete der Strahlen- 
genetik, 14Bt diese Untersuchung erstrebenswert erscheinen: 

Die Frage, ob die , .natiirliche Strahlung‘‘, der die Organismen stetig 
ausgesetzt sind, einen EinfluB auf die spontane Mutabilitat habe oder 
gar als ihre alleinige Ursache anzusprechen sei, ist schon wiederholt 
erértert worden. Verschiedene Autoren, wie Muller und Mott-Smith (7), 
Timofée/f-Ressovsky (12) und Efroimson (1) sahen sich auf Grund ihrer 
Berechnungen genotigt, diese Frage zu verneinen. Im Zusammenhang 
mit diesem Problem sind dann von Rajewsky in Gemeinschaft mit 
Timoféeff-Ressovsky direkte Versuche mit Drosophila zur Priifung des 
Kinflusses der kosmischen Héhenstrahlen unter besonderen Bedingungen 
(,,Schauerbildung‘) unternommen worden (9). 

Zu der natiirlichen Strahlung liefert neben anderen Faktoren auch 
das Kalium einen gewissen Anteil] — das ja bekanntlich in Gestalt dreier 
Isotopen K, = 39, K,,; = 40 und K,,,; = 41 in den natiirlichen Ver- 
bindungen des Mineral-, Tier- und Pflanzenreichs vertreten ist —- und 
zwar derart, dab, vgl. Fliigge und Krebs (2), die Isotopen stets im Ver- 
haltnis K,: Ky,: Ay, = 93,30: 0,01 : 6,69 vergesellschaftet angetroffen 
werden. Die radioaktive Komponente (K,, = 40) steht somit zu der 
durch die chemische Analyse erfaBSbaren Gesamtmenge der Isotopen im 
Verhaltnis 1 : 10000. Die Frage, ob der natiirliche Gehalt der Drosophila 
melanogaster an radioaktivem Kalium gréSenordnungsmafig allein 
hinreiche, oder ob gegebenenfalls die ,,Kaliumstrahlung“ die iibrige 














318 R. Keil: 


Umgebungsstrahlung geniigend erginze, um die spontane Mutabilitat 
dieses Organismus zu erklaren, wurde auf Veranlassung von Prof. 
Rajewsky in der vorliegenden Arbeit untersucht. 

Teil IL dieser Arbeit gibt AufschluB8 iiber die Art der Ziichtung 
und Vorbehandlung der Fliegen, tiber die Bestimmung von Wasser- 
gehalt und Kérpergewicht, sowie tiber Methode und Ergebnisse de: 


chemisch-analytischen Bestimmung des Kaliumgehalts. Die Aus. 
wertung dieser Ergebnisse bzw. die Berechnung der dem gefundenen 
Kaliumgehalt entsprechenden Strahlendosis und ihr Vergleich mit de: 
, Spontanmutationsdosis** (SMD) folgen im Teil III. 


Ii. Experimenteller Teil. 
1. Ziichtung und Vorbehandlung der Fliegen. 

Die fiir die Untersuchung verwendeten Tiere gehérten der Wild- 
form (w*) der Drosophila melanogaster an. Sie wurden in mit Futter 
beschickten Zuchtglasern auf die tibliche Art bei gew6hnlicher Zimmer- 
temperatur unter WatteverschluB gehalten. 

Zur Futterbereitung finden jeweils 2g Agar, 32g grobes Maismehl, 
30 g Sirup und 150 cem Wasser Verwendung; man riihrt das Maismehl mit 
einem Drittel Wasser an, bringt Agar, Sirup und das iibrige Wasser in einem 
zweiten GefaB zum Kochen, riihrt dann das Maismehl unter und lat unter 
standigem Umriihren 10 Minuten langsam kochen. Mischung hei®B in die 
Glaser einfiillen, nach dem Erkalten Zusatz weniger Tropfen Hefeauf 
schwemmung. 

Etwa 12 Tage nach dem Besetzen der Glaser beginnen die ersten 
Tiere der neuen Generation zu schliipfen. Einige Tage zuvor wurden die 
alteren Tiere abgeschiittelt ; ebenso muBten die ersten Neulinge, sobald 
sie sich zeigten, entfernt werden, da ja bei liickenhafter Beobachtung 
ihr wahres Alter nicht sicher bekannt ist. Nunmehr erfolgte jeweils in 
dreistiindlichem Abstand das Abnehmen der Fliegen: Entfernen des 
Watteverschlusses, Umkehren des Glases und Aufsetzen der Offnung 
auf die eines aufrecht stehenden, zylindrischen, kurz vorher mit Ather- 
dampf gefiillten GlasgefaBes; durch leichtes Schiitteln des Zuchtglases 
werden die betéubten Tiere auf den Boden des AuffanggefaiBes beférdert 
Die Fliegen konnten jetzt entweder sofort getétet (Altersklasse I: 
0 bis 3 Stunden alte Mannchen und Weibchen) oder auf neues Futter 
gesetzt und nach einer bestimmten Zeit abgeschiittelt und getétet 
werden. So war es méglich, vier verschiedene Altersklassen der Unter- 
suchung zugianglich zu machen, je nachdem, ob die neue Generation 
sogleich getétet oder weitere 24 Stunden, 5 oder 10 Tage auf dem frischen 
Futter belassen wurde. Es gelang noch zwei weitere Klassen, namlich 
15 bis 16 und 20 bis 21 Tage alte Fliegen, zu gewinnen: 0 bis 24 Stunden 
alte Tiere wurden auf neues Futter umgesetzt, und zwar zweimal; das 
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erstemal spatestens 24 Stunden nach dem Schliipfen, zum zweiten Male 
am 9. bis 10. Lebenstag, also ehe ihre Nachkommen selbst den Zustand 
der Imago erreicht haben konnten. So wurde mit geniigender Sicherheit 
ein Durchsetzen des Bestandes mit jiingeren Tieren vermieden. Un- 
mittelbar im Anschlu8 an das Abtéten erfolgte die Trennung nach dem 
Geschlecht und das Auszihlen. Es empfah] sich fiir die chemische 


Analyse eine bestimmte Anzah] — meist 150 — mannlicher bzw. weib- 
licher Tiere zu einer Probe zu vereinigen. Nach dem Wagen wurden 
die Proben sodann fiir 24 Stunden in einem Trockenschrank (Tem- 
peratur 110°) untergebracht und danach weitere 24 Stunden, vor Staub- 
einfall geschiitzt, dem EinfluB der Zimmerluft ausgesetzt, bevor die 
zweite Wagung stattfand. Dabei trocknete das Material bis zur volligen 
Gewichtskonstanz: Zwei Proben, die eine aus Mannchen, die andere aus 
Weibchen bestehend, kamen zunachst 24 Stunden lang in den Trocken- 
schrank, trockneten sodann ebenso lange an der Luft nach und wurden 
nach erfolgter Gewichtskontrolle erneut 16 Stunden in den Schrank 
eingestellt; danach wiederum 24stiindiges Stehenlassen an der Luft. 
Das Trockengewicht hatte sich wahrend der Wiederholung des 
Trocknungsprozesses nicht mehr verandert. Tabelle 1 bringt eine 


Tabelle I. 





1 3 3 4 5 6 7 S 
5) ond Gesamtgewicht (mg) Gewicht (Fliege in mg) Wasser- 
7 = Geschlecht frisch trocken frisch trocken =") 

l 150 2 - 50,2 || 0,335 

2 150 — 47,0 _ 313 -- 

3 100 86,4 24,4 0,864 244 71,8 

4 150 111,4 31,4 743 209 71,8 

5 150 114,6 29,7 764 198 74,1 

6 Klasse I 150 126,0 35,5 840 233 71,8 

i o* 150 of , 42,7 . 285 - 

8 150 — 39,3 262 - 

9 125 86,1 24,2 0,689 194 71,9 
10 150 93,4 27,4 622 183 70,7 
11 150 92.0 24,7 613 165 73,2 
12 150 99,9 29,6 666 197 70,4 
13 100 9 91,4 27,3 914 273 70,1 
14 150 152,4 48,8 1,016 323 68,0 
15 150 142,2 42,1 0,948 281 70,4 
16 100 92,0 28,3 920 283 69,3 
17 3 150 122,4 38,7 816 258 68,4 
18 ey I 100 98,2 30,1 982 301 69,3 
| (eal 150 ¢ 88,3 30,4 588 203 «(65.6 
20 150 89,0 28,5 593 190 68,0 
21 150 81,7 28,0 545 187 65,7 
22 150 82,4 27,1 549 181 67,1 

150 89,1 24,9 594 166 72,0 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





3 4 5 6 7 
aa eee Gesamtgewicht (mg) Gewicht (Fliege in mg) 
Geschlecht 


frisch trocken trisch trocken 


150 Q 170,2 58,4 1,135 0,389 
150 164,2 56,5 1,095 377 
150 173,8 60.8 1,159 405 
150 154,7 53,0 1,031 353 
100 98,2 34.3 0,987 343 
Klasse ITT 150 152,0 52,2 1,013 348 

5a 160c | 1152 | 40,2 0,768 268 
150 12 39,2 741 261 
150 112,2 38,9 748 259 
150 946 312 630 208 
150 91.1 30,1 607 201 


1002 | 130,56 44,7 1,305 447 
150 1553 | (5B2 1,036 388 
101 1012-322 1,002 319 
| 150 1249 42.6 0,833 284 
Klasse IV ||! 150 1314 43,8 876 299 

104 150 of 85,8 | 28,6 572 191 
150 1348 45,2 899 301 
110 752 | 256 683 233 
150 88.2 284 588 189 
150 93.6 | 32.8 624 219 


150 Q 180,5 60,2 1,203 402 66,6 
46 150 176,7 58,9 1,178 393 66,7 
47 150 174,0 62,3 1,160 415 64,2 
48 100 86,8 30,8 0,868 308 64,5 
49 Klasse V 100 91,4 31,9 914 319 65,1 


50 |{ 15-164 150 o 94.9 31,7 633 211 66,6 
51 150 89.0 32.3 593 215 63.9 
52 150 89'8 27,8 552 185 66,5 
53 150 98,5 30,8 656 205 68,7 
54 150 97,4 32,8 649 219 66,3 


55 | 150 9 150,2 52, 1,001 349 65,2 
56 150 159,9 56,: | =1,066 375 64,7 
57 || 150 157,5 57,¢ 1,050 382 63,6 
58 || 100 95,9 é | 0,959 | 341 64,4 
59 ii 150 143,6 956 343 64.2 
|| Klasse VI 

60 | 20 91d 150 fou 112,7 oJ, 751 261 65,3 
61 | 150 122,2 me 814 268 67,1 
62 150 95,0 3% 633 213 66,4 
63 150 96,3 32,5 642 217 66,3 
64 130 73,8 , 568 195 65,6 
65 150 | 89,4 30,5 596 203 65,9 











Zusammenstellung der Frisch- und Trockengewichte der Proben bzw. 
der daraus berechneten Durchschnittsgewichte der einzelnen mannlichen 
und weiblichen Fliege, auBerdem eine Ubersicht iiber den jeweiligen 
Wassergehalt. 
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W asse 
geha!t 
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65,7 
65,6 
65,0 
65,7 
65,2 
65,6 
65,1 
64,8 
65,4 
67,0 


67,0 


65,7 
62,5 
68,2 
65,8 
66,7 
66,7 
66,5 
65,9 
67,8 
64,9 
66,6 
66,7 
64,2 
64,5 
65,1 
66,6 
63,9 
66,5 
68,7 
66,3 
65,2 
64,7 
63,6 
64,4 
64.2 
65,3 
67,1 
66,4 
66,3 
65.6 
65,9 


bzw. 


lichen 
iligen 








Der Kaliumgehalt der Drosophila und die spontane Mutabilitat. 321 


2. Wassergehalt und Korpergewicht. 

Was den Wassergehalt betrifft, so haben die Tiere der Klassen | 
und II deutlich héhere Werte als die der iibrigen Klassen, wenn auch 
die Mannchen II den alteren Tieren sehr nahestehen oder gleichkommen. 
Tabelle IT* mit dem zugehérigen Diagramm (Abb. 1) zeigt, daB inner- 


Tabelle II. 





Klasse: I i iil IV Vv VI 
93+0,4 655+0,1 65,8+0,9 654+0,5 64,44 0,3 
7,7 +1,2 | 65,9 +0,5 664+ 0,5 66,4 + 0,8 | 66,1 + 0, 


22 72,4 + 0,6 | 
oo 71,6 + 0,6 | ¢ 


) 
dey 
halb der einzelnen Klassen ein Unterschied nach dem Geschlecht nicht 
besteht, ausgenommen Klasse VI, bei der der Mittelwert samt Schwan- 
kungsbreite fiir Mannchen und 

. : 750 
Weibchen deutlich verschieden  », 
ist — er liegt fiir jene héher. 
Berechnet man den Mittelwert ‘- 
des Wassergehalts aus samtlichen 
Einzelwerten der Klassen ILI bis | 
VI fiir mannliche und weibliche } 
Tiere gesondert, so erhalt man 
(66,2 +- 0,2)% baw. (65,3 —- 0,3)°,. ’ 
Der gemeinsame Mittelwert, ab- ; 
veleitet aus allen Proben der — gs | 
Klassen ITI bis VI, betragt (65,7 

0,2)%. Bildet man ebenso 
jeweils fiir die Klassen I und LL 
den beiden Geschlechtern ge- 
meinsamen Mittelwert, so erhalt yy a sr 


Qe ound 


a 
b-O-4 
— 
b-O-4 
o 
>4 


es 


~~ 





mene die GroBen (72,0 0,4) % Abb. 1. Mittelwerte des Wassergehalts. 
und (68,5 — 0,6)%. Danach hat 

die eben geschliipfte Imago (0 bis 3 Stunden alt) einen um etwa 6% 
héheren Wassergehalt als die Tiere im Alter von 5 bis 20 Tagen. 
Der Mittelwert fiir die 21 bis 24 Stunden alten Tiere kommt bereits 
dem fiir die héheren Altersstufen sehr nahe; desha'b darf man an- 
nehmen, daf der stabile Zustand rasch, wahrscheinlich innerhalb 


* Hier und in spateren Zusammenstellungen erscheint neben dem 
Mittelwert (A) stets der Wert fiir den mittleren Fehler von A, berechnet 


yn 42 

Sym 1 “y , . ; . , 
nach der Forme] m ot | , : yn’ worin v, die Abweichung des jeweiligen 

n—l1)n 


Einzelwertes von A und n die Anzahl der Einzelwerte bedeuten. Ent- 
sprechend treten in der graphischen Darstellung nicht Punkte, sondern 
Strecken auf. 
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der ersten zwei Lebenstage, erreicht wird. Nach allem belauft sich 
der Wassergehait der reifen mannlichen und weiblichen Fliegen auf 
rund 66% (Frisch- und Trockengewicht verhalten sich wie 3:1). 

Das Gewicht der einzelnen Fliege (Tabelle I, Spalten 6 und 7) wurde 
jeweils aus dem Gesamtfrisch- bzw. -trockengewicht der betreffenden 
Probe berechnet. Die Mittelwerte fiir jede Klasse, nach dem Geschlech 
getrennt, sind in einer besonderen Tabelle (IIL) aufgefiihrt (siehe auch: 
Abb. 2). 


Tabelle IIT. Durchschnittliche Frisch- und Trockengewichte 
einzelnen Fliegen in mg. 





1 2 3 4 5 


Frischgewicht Trockengewicht 
9 F) : ) 


Klasse 


0,803 + 0,029 0,648 + 0,018)2: 0,255 + 0,023 0,214 + 0,020 2: 2,38 
0,933 + 0,028 0,574 + 0,011)2: 0,287 + 0,009 0,185 + 0,006 2:3,10 
1,070 + 0,029 0,699 + 0,033)/2: 0,369 + 0,010 0,239 + 0,014 2: 3,09 
1,010 + 0,083 0,673 + 0,059)/2 : 3,00 0,346 + 0,031 0,227 + 0,021 2: 3,05 
1,065 + 0,071 0,617 + 0,020)/2 : 0,367 + 0,022 0,207 + 0,006 2: 3,55 
1,006 + 0,023 0,667 + 0,039) 2: 0,358 -- 0,008 | 0,226 + 0,013) 2: 3,17 


Man erkennt, daB die Weib 
chen anfainglich an Gewicht 
zunehmen bis zu einem ge. 
wissen Durchschnittswert, den 
sie weiterhin annahernd bei. 
behalten, waihrend die Mann- 
chen das Geburtsgewicht nicht 
mehr wesentlich andern. Das 
mag damit zusammenhangen, 

: dafB die ersteren unreif, letztere 
am hingegen voll geschlechtsreif 
den Lebensabschnitt der Imago 
beginnen. Es fallt auf, daB die 
Werte der mannlichen Tiere aus 
Klasse IT kleiner sind als die 
der Klasse I. Der Unterschied 
machte sich fiir den absoluten 
Wassergehalt starker geltend 


24 trocken 5 ' . 
ased W"tracken ° : > ~als fin die Trockensubstanz 

e wird somit tiberwiegend be 
dingt durch den bald nach dem 
Schliipfen eintretenden Feuch- 








L i i ] 
0100 Kasse 7 7 W V WW 


Abb. 2. Mittelwerte des Frisch- und Trocken- elent x 
gewichts pro Fliege. tig eitsverlust. 
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An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, daB die Untersuchung nicht 
unbedingt strenge Konstanz der Aufzuchtbedingungen (‘Temperatur, 
Feuchtigkeit, Lichtverhaltnisse usw.) beabsichtigte; die Tiere sollten 
vielmehr unter annidhernd gleichartigen Voraussetzungen aufgezogen und 
gehalten werden, um bei ihnen gewisse GréBen wie Kérpergewicht, Wasser- 
und Kaliumgehalt samt ihren Schwankungbreiten zu bestimmen. Dal es 
sich dabei wohl um physiologische Schwankungen handelt, gibt das Ver- 
halten der Tiere zu erkennen, die nie Zeichen irgendwelcher Schadigung 
aufwiesen; Eiablage, Entwicklung und Wachstum vollzogen sich unter den 
yvegebenen Bedingungen ungestért bei reichlicher Vermehrung. 

Vergleicht man an Hand der Tabelle [LL die Werte der mannlichen 
mit denen der weiblichen Fliegen in frischem und getrocknetem 
Zustand —, so kommt man zu den einfachen in den Spalten 4 und 7 
angegebenen Beziehungen. In den Klassen LI bis VI ist das Verhaltnis 
annahernd 2:3, nur in Klasse V erscheint es etwas zugunsten der 
Weibchen verschoben, abweichend davon findet man fiir Kasse I das 
Verhaltnis 2: 2,5 (frisch) bzw. 2: 2.4 (trocken). 

Da die einzelnen Klassenmittelwerte (III bis VI) fiir das Gewicht 
pro Fliege sowohl was die Mannchen als auch was die Weibchen 
betrifft — sich nicht wesentlich voneinander unterscheiden, kann man 
den den genannten Klassen gemeinsamen Mittelwert fiir jedes Ge- 
schlecht unter Heranziehung simtlicher Kinzelwerte (Tabelle 1, Spalten 6 
und 7) bestimmen. Danach betragt das Gewicht des einzelnen Tieres 
im Mittel 0,664 -— 0,020 mg fiir das frische, 0,225 — 0,007 mg fiir das 
getrocknete Mannchen; die entsprechenden Werte fiir das Weibchen 
sind 1,039 + 0,026 bzw. 0,361 — 0,009 mg. Bezeichnet man das Frisch- 
gewicht mit G,, das Trockengewicht mit G;, so gilt 

G, 3:4, Q = 0,664: 1,039 = 2: 3,18, 

G,0:G, Q = 0,225: 0,361 = 2: 3,21, 
eine Regei, welche besagt, da die Kérpergewichte der Mannchen und 
Weibchen in frischem wie in getrocknetem Zustand sich annahernd ver- 
halten wie 2:3. Spiater, im Zusammenhang mit der Frage des Kalium- 
gehalts der Fliegen, wird uns diese Beziehung noch einmal begegnen. 


3. Chemisch-analytischer Teil. Methodik. 


Zum Zwecke der quantitativen Bestimmung wurde das Kalium aus 
seiner Lésung mittels Natriumkobaltinitritreagens gefallt und mit 
0,02 n KMnO,-Lésung titriert. Dabei fanden in 0,01 ccm unterteilte 
Mikrobiiretten von 5 ccm Inhalt Verwendung; die AusfluBgeschwindig- 
keit wurde bei allen Bestimmungen nahezu gleich groB gehalten: Aus- 
tropfdauer fiir 5ccm mindestens 2 Minuten. 


Nun ist folgendes zu beachten: Zwecks Feststellung des Titers einer 
Kaliumpermanganatlésung mittels Oxalsiéure, oder um die im Titrations- 
verfahren der eben erwahnten Mikrokaliumbestimmung benétigten 0,02 n- 











324 R. Keil: 


Lésungen von Kaliumpermangant und Oxalsaure auf Ubereinstimmung /\; 
priifen, geht man so vor, daB eine gewisse Menge Oxalsiure in einem Gefaf 
abgemessen, etwas 20° ige Schwefelséiure zugesetzt und nach dem Erhitzen 
auf ungefahr 70° tropfenweise solange KMnQO,-Lésung aus der Biireite 
zugegeben wird, bis der bleibende Rosaton das Ende der Oxydation anzeit 
Anders der Titrationsablauf bei der Mikrokaliumbestimmung selbst. Hierhei 
gibt man eine genau abgemessene Menge KMnQO,-Lésung zu dem Niede: 
schlag, fiigt 1 ecem 20% ige Schwefelséiure hinzu, erhitzt 1'/, Minuten im 
Wasserbad, tropft darauf Oxalsiure in die Mischung bis zur Entfarbung 
und titriert mit KMnO,-Lésung zuriick. Mit Riicksicht auf die geringe 
Menge (wenige Zehntel mg) Kalium, auf welche die Bestimmung abzielt, 
kann es daher nicht belanglos sein, zu erfahren, ob diese ,,Umkehrung: 
des Titrationsvorganges einen Einfluf auf das Ergebnis hat oder nicht. Die 
Priifung erfolgte gema8B nachstehendem Schema (Tabelle IV); die Zahlen 
bedeuten Anzahl cem 0,02 n-Lésungen. 


Tabelle IV. 





Reihe Vorgelegt Hinzugefiigt Ergiinzt mit 


4,50 Oxalsiure 4,51 K MnO, 

3,00 3,01 ms 

2,00 2,01 9 

1,00 BOOB: sos i 

4,50 K MnO, 4,50 Oxalsiure 0,05 K MnO, 
3,00 ss 3,00 0,05 

2,00 a 2,00 0,05 

1,00 1,00 0,04 


Es ergibt sich ein falschlicher Mehrverbrauch von 0,05 cemK MnO, 
Lésung im Bereich der angewandten Fliissigkeitsmengen. Das Resultat 
der Analyse mu entsprechend berichtigt werden (Korrektur K = — 0,05cem 
0,02n KMnOQ,). Den gleichen Umschlagsfaktor findet man auch_ bei 
Tomasson (14) erwahnt. 


Na,[Co, (N O,),,.]:H,O + 4 KCl — 2 K,Na[Co(NO,),|-H,O + 4 NaCl 
= Kohbaltgelb, 


lautet die Reaktionsgleichung, die J’omasson zitiert, und nach der in essig 
saurer Lésung die Umsetzung des Kaliumchlorids mit dem Natriumkobalti 
nitrit zu schwer léslichem Kaliumnatriumkobaltinitrit erfolgen soll. Nach 
der Zusammensetzung dieses Salzes, dessen Molekiil zur Oxydation (Nitrit 
— Nitrat) 6 Atome Sauerstoff benétigt, entsprechen 5 Atome Kalium einem 
Verbrauch von 6 Molekiilen Kaliumpermanganat (2 Molekiile KMn0O, 
spalten beim Zerfall 5 Atome Sauerstoff ab, 12 Molekiile mithin 30 Atome, 
die hinreichen, um 5 Molekiile Kobaltgelb zu oxydieren; in diesen 5 Mole 
kiilen sind 10 Atome Kalium gebunden vorhanden). Die leem 0,02 n 
KMnO,-Lésung aquivalente Menge Kalium (qa) laBt sich einfach wie folgt 
berechnen: 5 - 39,1 - 1000 mg K: 1000 -50-5-6cem KMnO, = a: 1. 

5+ 39,1 - L000 

a = 0,130 mg K. 
1000 -50-5-6 


Um die Giiltigkeit dieser stéchiometrischen Beziehung zu_prifen, 
wurden von einer KCl-Lésung, die in einem Liter 0,3 g Kaliumehlorid, 
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dh. in 2cem 0,3146mg Kalium enthielt, je 2cem in vier Zentrifugen- 
rohrehen gegeben, je 1 Tropfen m-Nitrophenol sowie | Tropfen 2 n-Natron- 
lauge zugefiigt, die Glaser mit der deutlich gefarbten Fliissigkeit 5 Minuten 
yur Vertreibung etwa vorhandenen Ammoniaks im siedenden Wasserbad 
erhitzt, danach abgekiihlt und die Proben durch Zusatz von | Tropfen 2 n- 
Essigsiure wieder entfarbt. Die Fallung in der jetzt essigsauren Lésung 
erfolgte sofort durch tropfenweises Zugeben von je 2 ccm der eisgekiihlten 
Reagenslésung, und zwar wurden Proben 1 und 2 mit selbstbereitetem, 
Proben 3 und 4 mit frisch geliefertem Reagens von Merck gefallt und iiber 
Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt. Am nachsten Morgen wurde 3 Minuten 
scharf abzentrifugiert (3500 Umdrehungen pro Minute), mit der von Pin- 
cussen (8) erwahnten Hilfsvorrichtung (Kapillarheber) die Lésung bis auf 
etwa 1 ccm ausgehebert, darauf langsam 3 ccm doppelt destilliertes Wasser 
zugefiigt (nur soleches wurde im Analysengang verwendet), vorsichtig ge- 
mischt und wieder wie vorher zentrifugiert. Dieses Waschen wurde noch 
sechsmal wiederholt. Bei der Titration fand eine frischbereitete 0,02 n- 
KMnO,-Lésung, die gegen eine 0,02 n-Oxalsiurelésung genau eingestellt 
worden war, Verwendung (Stammlésungen n/10 von Merck). Ergebnis 
siehe Tabelle V. 
Tabelle V. 





Jerbre e ce dais he 
Verbrauchte ccm Zusitzliche cem 


Probe K MnO, Oxalsiure K MnO, a+e—(b+K) 
(a) (b) (c) 





3,00 0,80 0,22 2,37 
3,00 0,80 0,22 2,37 
3,00 0,80 poe 2,37 
3,00 0,80 0,2 2,42 


Berechnet man mittels des aus der Reaktionsgleichung abgeleiteten 
Faktors F = 0,130 die zugehérigen Kaliummengen, so findet man: 
1. 2,37 - 0,130 = 0,3081 mg K, 
2. 2,42-0,130 = 0,3146 mg K, 
d. h. 98 bzw. 100° der angewandten Menge (0,3146 mg K pro 2 cem Lésung). 
1s besteht somit kein Zweifel dariiber, da® fiir die Fallung des Kaliums aus 
einer 0,03% igen wasserigen essigsauren K Cl-Lésung mittels Natriumkobalti- 
nitritlésung (das Reagens von Merck und das eigene zeigten keinen Unter- 
schied) die gesetzmaBigen stéchiometrischen Verhiltnisse, wie sie obige 
Reaktionsgleichung annimmt, zutreffen. 
Der von Kramer und Tisdall (4) fiir die Bestimmung des Kaliums 
im Blutserum angegebene empirisch gefundene Faktor F = 0,142 hat 
also beschrankte Giiltigkeit ; seine Anwendung auf Kaliumbestimmungen 
in wasserigen Lésungen obengenannter Art, Menge und Konzentration 
100-12 
130 
kommt hinzu, daB — wie schon Morgulis und Perley (6) gezeigt haben 
ein solcher Faktor bei Verwendung derselben Reagenslésung in Ab- 
hingigkeit von der jeweiligen Menge des zu analysierenden Kaliums 


wiirde einen zusatzlichen Fehler von 


0/ dj » Ne 
9% bedingen. Es 


sich verandert, ja daB die gesondert hergestellten Reagenslésungen 
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Unterschiede bedingen. Die genannten Verfasser empfehlen daher, jee 
neubereitete Reagenslésung mit verschiedenen Mengen einer bekannten 





Kaliumlésung zu eichen. Dieser Vorschlag fand bei den hier mit- 
geteilten Untersuchungen Beachtung: Verschiedene Mengen einer 
Kaliumchloridlésung von bekanntem Gehalt wurden demselben Ver- 
aschungs- und Titrationsverfahren unterworfen, wie sie spater bei der 
Bestimmung des Kaliums in getrockneter Fliegensubstanz zur An- 
wendung kamen. Die einzelnen Kaliummengen als x-Werte und dic 
entsprechende Anzahl verbrauchter eem KMnO,-Lésung als y-Werte 
im Koordinatensystem aufgetragen, bilden eine geradlinige Funktion 
Die empirisch gefundene Gerade gestattet die rasche Ermittlung des 
Kaliumwertes aus dem Verbrauch an K Mn O,-Lésung, indem man jenen 
entweder direkt auf der Geraden abliest oder an Hand der Geraden.- 
gleichung y = ax + 6b berechnet, deren Konstanten aus der Zeichnung 
entnommen werden. Fiir beide Ermittlungsarten muB der MaBstab der 
Zeichnung so gehalten sein, daB eine gentigend groBe Ablesegenauigkeit 
gewahrieistet ist (etwa « = 0,002 mg Kalium = 1mm, y = 0,01 cem 
K Mn O,-Lésung Imm). Vorausgesetzt ist natiirlich, daB die Probe 
der zu untersuchenden Substanz bis in alle Einzelheiten peinlichst 
in der gleichen Weise behandelt wird wie die Eichlésung, daB ferner 
eine solche Gerade bzw. ihre Gleichung nur fiir das bei der Eichuny 
verwendete Reagens Giiltigkeit hat. Jedes neu hergestellte Reagens 
erfordert eine neue Kichung ; das wird aus spiter Dargestelltem eindeutig 



















hervorgehen. 





4. Arbeitsgang. 





In Anbetracht dessen, daB die Methode schwierig ist, halten wir 
es fiir zweckmabig, genauere Angaben tiber den Arbeitsgang zu bringen, 
da sonst eine etwaige Wiederholung bzw. Fortsetzung der Versuche auf 
Schwierigkeiten stoBen kénnte. 

Veraschung. 0,2860 g KCl (=0,1500 g Kalium) wurden im Meb- 
kolben mit doppelt destilliertem Wasser auf 500 cem gelést. 1 cem der 
Lésung enthielt somit 0,3 mg Kalium. Aus einer in 1/, 9) cem unter 
teilten Mikrobiirette von 5ccm Inhalt konnten mit hinreichender Ge- 
nauigkeit je zwei Proben zu 1,00, 1,50, 2,00 und 2,50 cem unmittelbar 
in kleine Kjeldah!-Kolben (50 com) gegeben werden. Nach Zusatz von 
2cem rauchender Salpetersiure und 5 ccm Perhydrol wurde zunachst 
vorsichtig, spater stark tiber dem Drahtnetz erhitzt und fast bis zur 
Trockne abgeraucht. Nach dem Erkalten erfolgte Zufiigen von 3 ccm 
Perhydrol und Abrauchen wie vorher ; das Erhitzen mit 3 cem Perhydro! 
wurde nochmals wiederholt und dieser dritte Veraschungsabschnitt bis 
zur eben erfolgten Trockne fortgefiihrt, wobei durch Bestreichen des 
Kolbenhalses mit Hilfe einer zweiten Flamme die Vertreibung der 
Salpetersiure beschleunigt wurde. Nach dem Erkalten muBte die rest- 
liche Salpetersdure verjagt werden. 
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Eindampfen. 20 cem doppelt destilliertes Wasser und 5 Tropfen 
2 n-Salzsaure wurden zugefiigt, darauf Eindampfen tiber offener Flamme 
bis auf etwa 2ccm. Nunmehr Uberfiihren der Lésung aus dem 
Kjeldahl-Kolben in eine kleine Porzellanschale mittels 5cem_ bidest. 
Wassers und dreimaliges Ausspiilen des Kolbens mit je 5ccm Wasser: 
erneutes Eindampfen tiber dem Wasserbad, nachdem wieder 5 Tropfen 
Salzsiure zugesetzt waren, bis auf wenige Tropfen, die dann vermége 
einer kleinen Menge Wasser (4 mal 1 ccm) aus der Schale sorgfaltig in 
ein Zentrifugenglas hineingespiilt wurden. AnschlieBend nochmaliges 
Kindampfen im siedenden Wasserbad bis auf etwa 1 cem Fliissigkeit. 

Vertreiben des NH. Nach dem Erkalten wurde | Tropfen m-Nitro- 
phenol als Indikator und tropfenweise soviel 2 n-Natronlauge zugegeben, 
bis das Auftreten der gelben Farbe die alkalische Reaktion anzeigte, 
dann kamen die Proben 5 Minuten ins siedende Wasserbad, um an- 
schlieBend abgekiihlt und mit 2 n-Essigsiure angesiuert zu werden (im 
allgemeinen geniigten, auch bei den spateren Analysen des Fliegen- 
materials, zur Herstellung der alkalischen wie sauren Reaktion je 
| Tropfen Lauge bzw. Saure). 

Fdllung. Nunmehr wurde die Fallung durch tropfenweisen Zusatz 
von 2 cem eisgekiihlter Reagenslésung eingeleitet. Nach zweistiindigem 
Aufenthalt im Eisschrank langsames EinflieBenlassen von je 2 cem 
gekiihlten Wassers, vorsichtiges Mischen mit diinnem Glasstabchen, 
ohne den Niederschlag aufzuwirbeln, und 5 Minuten Zentrifugieren 
(3500 Umdrehungen pro Minute). Die iiberstehende Fliissigkeit konnte 
alsdann mit Hilfe des kleinen Hebers bis auf etwa 0,5 ccm entfernt 
werden. AnschlieBend fiinfmaliges Waschen des Niederschlags mit je 
5cem gekiihlten Wassers (Art des Zufiigens und Mischens wie oben 
beschrieben) und darauffolgendes Zentrifugieren (3 Minuten) und Ab- 
hebern. 

Titration. Zum Zwecke der Titration wurde zu dem aus etwas 
Wasser und dem Niederschlag bestehenden Inhalt des Zentrifugen- 
rohrchens gemaB der angewandten Kaliummenge eine bestimmte Menge 
0,02 n KMnQO,-Lésung aus der Mikrobiirette zugefiigt und im itibrigen 
so verfahren, wie weiter oben beschrieben. Die verbrauchten Mengen 
Kaliumpermanganat in ccm dienten als Ordinatenwerte bei der Fest- 
legung der Testgeraden. 

Der namliche Arbeitsgang liegt den Versuchen zur Bestimmung 
des Kaliumgehalts der Drosophila zugrunde. Die gewihiten Mengen 
getrockneter Fliegen blieben, mit 2 cem rauchender Salpetersaure tiber- 
schichtet, tiber Nacht in Ajeldahl-Kélbchen. Tags darauf, nachdem die 
Salpetersiure etwa 15 Stunden eingewirkt hatte, wurden unter be- 
stindigem Schwenken tropfenweise 5ccm gekiihltes Perhydrol zu- 
gegeben, wobei besonders anfangs starke stoBweise Stickoxydent- 
wicklung zu bemerken war. Nach Abklingen der Reaktion erschien die 
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Lésung hell und klar. Jetzt wurde erhitzt, anfangs geringer, spite: 





starker. In Tabelle VI sind die Ergebnisse der Titration beim Eichen p 
zweier Reagenslésungen (RI, RII), die nach der Vorschrift bereitet ( 
waren, mitgeteilt. In Spalten 5 und 6 der Tabelle VI sind die Differenzen ' 
der Werte der Doppelbestimmungen angefiibhrt. 
Tabelle VI. Titrationsergebnisse der Eichung zweier Reagens. 
losungen. 
3 4 5 6 ( 
ccm Kalium ccm K Mn O,-Lésung Differenz: y’ — y'' . 
K Cl-Lésung in mg “Pr I a ey 2 Gre ey RU 
\ 
1,00 | al y, = 2,08 . 
| 0,300 Oh = 196 0,07 0,00 
| 
1,50 wn ll yg = 2,04 3s . 
S = Q,4¢ 2, ee CO | & . 
50 0450 9°75 x 0,19 0,15 | 


, ia 
xz, = 0,600 , 93, = 3:85 0,20 0,10 


¥, = 3,65 
y, = 4,72 4,81 


y= 468 | 4,73 ais on 


Ly 0,750 

Da fiir jeden der vier gewahlten x-Werte zwei y-Werte vorlagen, «a 
weiterhin, wie die unter 5 und 6 der Tabelle VI angefiihrten Zahlen beweisen, 
die jeweiligen beiden y-Werte fiir 2, und a, die beste Ubereinstimmung, 


500 - 
~ / J 





o experimentell bestimmte Punkte des Reagens I 
” ” ” ” V/A 


» ” 








1 L 1 4 L 1 L J 
G10 =0200 0300 GH0 G50 600 870 Gb0mg 
Kalium 
Abb. 3. Eichkurven fiir Reagens I und Il. Gerade fiir den konstanten Faktor 0,142. 
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Spater und zwar in beiden Versuchsieihen zeigten, wurden y, und y; einerseits, 
x. 9 " P - 

Eichen y, und y, andererseits gemittelt. Diese y-Werte bestimmen zusammen mit 
bereitet den zugehérigen «-Werten zwei Punkte, die geradlinig miteinander ver 


bunden wurden (siehe Abb. 3). Die Gleichungen der so festgelegten Ge 


srenzen 
raden I (Reagens 1) und II (Reagens IT) lauten: 


Yy b Yy 0,19 y + 0,10 
% = : bzw. — ‘ 
agens- tg o 6,01 6,5 
Auf Abb. 3 ist zum Vergleich eine weitere Gerade aufgetragen, die 
der Gleichung « = y - 0,142 entspricht, d. h. alle Punkte der Geraden haben 
den gleichen Faktor F = 0,142. 


Um die durch die Abweichungen der experimentell bestimmten y-Werte 
von dem zugehérigen y der Geraden bedingten Fehler in Anteilen der 
gewahliten x-Werte festzustellen, berechnet man an Hand der Gleichung 
die den experimentellen y¥-Werten zugeordneten GréBen von x, bildet die 
jeweilige Differenz zwischen diesen und dem tatsachlichen 2-Wert und driickt 
die Differenz in Prozenten des letztgenannten aus. Die so erhaltenen 
Prozentzahlen bringt Tabelle VII: die berechneten x#-Werte sind ent- 
sprechend den zugehérigen y-GréBen (y,, Yi). Ug. My. ..-) als a). wy. vy, 
ay usw. bezeichnet. 


08 Labelle VII. 





Reagens 2; 3 a ts Te Le Ls LA 
ren, da 
weisen, I +2 PY +- 1,8 5, + Af — 4,0 +. 0,5 - 0,4 
amung, I +0 +9 0,2 ’ é — 1, - 0,7 | —0,9 


Die Fehlerbreite ist am gréiten bei Kaliumwerten um 0,450 mg, 
und noch betrachtlich — wenigstens fiir Reagens | bei solehen um 
0,600 mg. Proben, die annahernd 0,300 bzw. 0,750 mg Kalium fiihren, 
lassen sich genauer bestimmen (Abweichung etwa 2.0, 0.9, l %). 
Kramer und Tisdall geben die Genauigkeit der Methode mit etwa 3% 
an. Wie verhalt sich nun der Faktor, d. h. die Beziehung «: y, bei der 


gleichen und bei verschiedenen (gesondert zubereiteten) Reagens!ésungen, 
sowie gegeniiber dem gebrauchlichen Faktor 0,142? Um darauf zu ant- 


worten, wurden fiir Reagens I und II aus den zugehérigen Gleichungen 
die den beim Eichen angewandten Kaliummengen entsprechenden 
y-GréBen berechnet und die jeweilige Beziehung x: y bestimmt. Das 
Verhalten des Faktors beim Ansteigen der x-Werte veranschau. icht 
Tabelle VIII. 

Tabelle VIII. 





a-Werte in meg: 0,300 1450 0,600 


Tal _{ RI 0,151 0,155 0,158 0, 160 
Faktor F 1 RII 0.162 0.159 0,158 O,157 


Man sieht, es gibt nicht .,den Faktor**; das Verhaltnis x: y ist 
nicht nur fiir verschiedene Reagentien verschieden, es verschiebt 
sich auch bei Verwendung desselben Reagens in Abhangigkeit von der 
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zu bestimmenden Kaliummenge, und zwar mit steigenden Kalium 
mengen steigend oder fallend. 


Pincussen bemerkt, daB die Mikrobestimmung von Kalium in beliebigem 
organischem, durch Veraschung vorbereitetem Material die zuverlassigsten 
Werte ergebe, wenn die Probe annihernd 0,3 mg Kalium enthalte. Fiu 
diesen Bereich gilt nach ibm der von Kramer und Tisdall getundene Titra 
tionsfaktor 0,142 (fiir 0,02n KMnO,-Lésung), waihrend der Faktor 0,130 
betrug, wenn das Kalium unmittelbar aus einer wiisserigen 0,03 % igen 
KCl-Lésung niedergeschlagen und bestimmt wurde, oder 0,151 (RI) bzw. 
0,162 (RII), falls die Veraschung vorausgegangen war. Der zusatzliche 
Fehler, der entsteht, wenn man fiir die beiden letztgenannten Faktoren 
den, Wert 0,142 setzt, belauft sich auf 
9- 100 
15] 


20+ 100 
ha >” a ” »’o 
6% bzw. 162 12%. 


Auf Grund dieser Tatsachen mu8 es als unzulassig erachtet werden 
bei der besprochenen Form der Mikrokaliumbestimmung im organischen 
Material, das durch nasse Veraschung aufbereitet wird, im Titrations 
verfahren einen feststehenden Faktor fiir die Berechnung des Kaliums 
zu verwenden. Der Faktor hangt nimlich ab 1. von dem Fallungs- 
reagens selbst. 2. von der vorhandenen Menge Kalium und 3. sicher auch 
von dem Verfahren zur Vorbereitung des Analysengutes fiir die Fallung 

Es sei noch erwihnt, da neben den acht Eichungsproben fiir Reagens I! 
zwei Leerbestimmungen dem Gesamtverfahren unterworfen wurden, um 
die Reagentien auf Reinheit zu priifen. Die Fallung ergab Spuren eines 
Niederschlags, denen beim Titrieren beider Proben iibereinstimmend ein 
Verbrauch von 0,08 — 0,05 = 0,03 cem KMnO,-Lésung entsprach. Diese: 
Fehler ist durch die Eichung ausgeglichen, vorausgesetzt, daB die GréBe 
der Verunreinigung bei den verschiedenen Analysengangen nicht schwankt 
Diese Voraussetzung war weitgehend erfiillt: bei saémtlichen Analysen 
wurde stets gleich viel vom gleichen Vorrat der Reagentien zugesetzi und 
mit doppelt destilliertem Wasser gearbeitet, das laufend aus derselben 
Vorratsmenge einfach destillierten Wassers auf gleiche Weise bereiiet 
worden war. Die absolute Menge dieser Verunreinigung belief sich aut 
etwa 0,005 mg, berechnet mittels des Faktors 0,162 fiir Reagens IT, Bei 
0,300 mg Gesamtkaliumgehalt einer Probe wiirde diese Verunreinigung 
1,7°% ausmachen, bei 0,600 mg nur noch die Halfte. 

Ergebnisse. Die Analysen von 25 Proben wurden mit Reagens I in 
vier Arbeitsgangen innerhalb 8 Tagen durchgefiihrt (jeweiliges Alter des 
Reagens: 12, 16, 19 und 20 Tage). Von jeder Klasse gelangten vier 
(in Kasse III fiinf) Proben, je zwei der minnlichen und der weiblichen 
Tiere, zur Bestimmung. In Tabelle LX sind mitgeteilt: die berechneten 
Werte des gesamten Kaliumgehalts der einzelnen Proben, des pro- 
zentualen Anteils des Elements an der Frisch- und Trockensubstanz, 
sowie die des absoluten Kaliumbestandes der einzelnen Fliege (in y). 
Die Zahlen in der ersten Kolonne bedeuten die Nummern, die die be- 
treffenden Proben in Tabelle I fiihren, die rémischen Ziffern der Ko- 





















Kalium 


liebigem 
issigsten 
te. Fin 
ie Titra 
or 0,130 
13% igen 
L) bzw 
aitzliche 
‘aktoren 


werden 
nischen 
rations- 
.aliums 
illungs- 
er auch 
“alluny 
igens || 
len, um 
n eines 
end ein 

Diese: 

GroéRBe 
iwankt 
nalysen 
tzt und 
‘rsel ben 
bereitet 
ich aut 
I. Bei 
Inigung 


ns | in 
ter des 
n vier 
Hichen 
hneten 
S$ pro- 
bstanz, 
(in ¥). 
lie be- 
or Ko- 





Der Kaliumgehalt der Drosophila und die spontane Mutabilitat 331 


onne 8 das Alter der Reagenslésung zur Zeit der Fallung, also L 12. 
Il = 16, ILI 19, LV 20 Tage. 


Das Kalium greift bekanntlich bei héheten Tieren entscheidend in 
den physiologischen Mechanismus der Wachstumsvorgange ei. An 
Hand der Werte in den Kolonnen 4 und 5 der Tabeile LX wurde gepruft, 
ob etwa der relative Kaliumgehalt der gréBeren Tiere erhéht ist. An- 
haltspunkte fiir eine solche Abhangigkeit konnten jedoch nicht gewonnen 
werden. 

Uber das arithmetische Mitte! des prozentualen Kaliumgehaits der 
Frisch- und Trockensubstanz innerhalb der einzelnen Altersklassen vibt 
Tabelle X Auskunft. Die zugehérigen graphischen Abb. 4 und 5 lassen 
keinen eindeutigen Zusammenhang mit dem Alter erkennen. Es scheint, 
als ware der Anteil des Kaliums am Trockengewicht bei den jiingeren 


Tabelle IX. 





1 2 3 4 is) 6 " 
Gefundene Menge Kalium in mg 
Ne |! Klasse Geschlecht Alter des 
ihe asse | und Zahl ma Frischgewicht Trockengewicht pro Fliegt Reagens 
gesaint L100 100 im 

§ o 150 0,935* 2,38 6,23 | 

7 I | 150 0.699 1,64 4.66 I 

4 | | 2 150 0,504 0 452 1,61 3,36 

| 150 0,739 1,47 4,93 

93 “ 150 0,471 0.528 1,89 3,14 1] 

19 Ul | 150 0.418 0,473 1,37 2,79 

17 | 2 150 0,523 0,427 1,35 3,49 

15 150 0.591 O415 1.40 3,94 

i] * 150 0,637 0.573 1.63 $25 1\ 

0) | | 150 0,334* 0.290 O83 a | 

25 jp TITY 150 0,642 0,391 1,14 28 II 

24 | | 150 0,855 0.502 1.45 5.70 | 

9 150 0,978* 0,643 1.87 6,52 Il 

44 o 150 0,396 0,423 1,21 2 64 II] 
42 | LV 110 0,295 0.392 1,15 68 IV 
38 | | Q 150 O.4AS9 0,391 1.15 Yt) | 
35 100 0,530 0,406 1,19 Ill 
52 7 150 0331 0,400 4,19 

53 | V | 150 0,342 0,347 ee IV 

15 | | Q 150 0,848 0,470 141 | i 
16 150 0.745 0,422 1,26 
62 co 150 0,336 0,354 1.05 
65 a | 150 0.556 0,622 1,82 lay 
59 Q 150 0,728 0,507 1,42 
57 150 0,632 0,491 1,10 





Die mit * bezeichneten Ergebnisse sind nicht verwertet, da sie entweder zu weit Oberhalb des 
Kichbereichs liegen (Nr. & und 29) oder sehr wahrscheinlich auf fellerhafter Bestimmung beruhen 
Nr. 30). 
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Mannchen (Klasse L bis LLL) héher als bei den aiteren. Sicherlich js: 
das vorliegende Zahlenmaterial aker nicht hinreichend, um etwaive 
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feinere Abstufungen zu erfassen. An Hand der Tabelle LX wurden ferne: 


die Mittelwerte des Kalium 


gehalts in Prozent der 
Frisch- und Trockensub 


mannlichen 
und weiblichen Proben ve 
schlieBlich 


Geschlechtern 


stanz fiir die 
sondert, sowie 
der beiden 
gemeinsame Mittelwert (M) 
aus allen Proben berechnet 
Es fand sich: 

Frisch % 
0,457 0,033 
0,435 0.013 
0.445 0.016 


Mannehen... 
Weibchen ... 


lrocken ‘ 


Mannechen..... 1,4] O10 
Weibchen..... los 0,05 
We awl evinw ow oe 1.36 0.05 





der 
hinsichtlich 
des relativen Kaliumgehalts 


Kin Unterschied 


Geschlechter 


laBt sich somit nicht nach 


weisen. Die in den ersten 
zwei’ Altersklassen  auf- 
tretenden Unterschiede 


(vgl. Tabelle X) liegen_ bei 
der Mittelung  tiber 
Altersklassen innerhalb det 
Schwankungsbreite der ein 
zelnen Mittelwerte. 


alle 


Mittelwerte des prozentualen Kaliumgehalts. 
Der jeweils obere Wert gilt fiir die Mannchen, der untere fiir die Weibchen. 
















D ir 





Alter 


Klasse | 


Il 


III 


Zahlen mit * 


Frisch 


0,452* 
0,501 + 0,028 


0,421 + 0,006 


0,573* 
0,446 + 0,055 


sind Einzelwerte 


Trocken 
° 
0 


1,64* 
1,54 + 0,07 
1,63 + 0,26 
1,38 + 0,03 


1,63* 
1,30 + 0,16 





Alter 


Klasse [V 


Frisch Trocken 
0,408 O,OLG 1,18 0.0 
0,399 + 0,008 1,17 + 0,02 
V 0,374 + 0,026 1,15 + 0.04 
0,446 + 0,024 1,34 0,08 
VI 0,488 + 0,135 1,44 + 0,38 
0.454 + 0,053 1,26 + 0,1) 
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In Tabelle LX, Spalte 7, ist der aus den betreffenden Proben be- 
rechnete absolute Kaliumgehalt mitgeteilt. Tabelle XI und die zu- 
vehorige Darstellung (Abb. 6) bieten keinen Anha'tspunkt fiir eine 
bestimmte Beziehung zwischen Kaliumgehalt und Alter. Wohl aber 
ist jener abhangig vom Geschlecht bzw. dem dadurch bedingten Korper- 
vewicht. Die aus den Einzeiwerten saimtlicher Klassen berechneten 
Mittelwerte betragen fiir die Mannchen 3,06 6,28 y, fiir die Weibchen 
149 - 0.25 y. Diese beiden GréBen verhalten sich wie 2: 2.93. Da 
friiher festgestellt werden 











800 
konnte, daB das Koérper- 7 
vewicht ebenfalls einen ge- 500| ’ | 
schlechtsspezifischen Wert x ‘ | I 
aufweist, der in den yg! aa | 
Klassen IL bis VI an- | F Is ' 
nahernd gleich ist,wahrend — gy} La 
Klasse | davon abweicht, ' 
so laBt man beim Vergleich — ggg} , , 
der Geschlechter hinsicht- | 
lich des Koérpergewichts 700} 
auf der einen, des abso- 
luten Kaliumgehalts auf 2 mer ar meer 7 a 


der anderen Seite die Ver- Abb. 6. Absoluter Kaliumgehalt pro Fliege in ; 
treter der I. Klasse zweck- 
maiBig unberiicksichtigt. Der mittlere absolute Kaliumgehalt des mann- 
lichen Tieres (K o&) der Klassen TL bis VI (berechnet aus den Einzel- 
angaben in Spalte 7 der Tabelle LX) betragt 2.88 0.23 y, der des 
Weibchens (K 9) 4,56 O.27y. Es gilt somit: 

K ¢: kK? 2,880 : 4,560 2:3. 

G,o:G,Q 0,647 : 1,016 2: 3,24 

& of -G, 2 0,217 : 0,344 2: 3,17 





K o Go Gc my 

KQ 9 G,9 - 
d. h. die absoluten mittleren Kaliumgehalte der Geschlechter verhalten 
sich wie ihre mittleren Kérpergewichte. Man ist versucht, diesen Be- 
fund als eine indirekte Bestatigung ftir die Zuverlissigkeit des an- 
gewandten chemisch-analvtischen Verfahrens zu deuten. 


Tabelle XI. Absoluter Kaliumgehalt pro Fliege in 





Alter Mannehen Weibchen Alter Mannehen Weibchen 
Klasse I 4,66 $15 + 0,79 | Klasse IV 266+ 0,02 4,28 + 0,72 

» I | 2,97+0,18 3,72 + 0,23 » V ' 2,25+ 0,04 _ 6,31 + 0,36 

aw ee 4,25 1.99 + 0,71 » VI 298 +0,74 4,53 + 0,32 
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Die im vorstehenden mitgeteilten Ergebnisse der Kaliumgehaits. 


Auswertung der Ergelhnisse. 





bestimmungen lieferten fiir Drosophila-Fliegen als Mittelwert des 
relativen Kaliumgehalts 0.45% des Fliegenfrischgewiehts. Dies 
nunmehr vorliegende genaue Angabe gestattet, die Bedeutung de: 
Kalium-Radioaktivitat fiir das Entstehen der spontanen Mutationen 
bei Drosophila quantitativ abzuschatzen. Als Grundlage des Vergleichs 
wird am zweckmabigsten die im Gewebe einerseits durch Kalium 
strahlung, andererseits durch eine andere gut untersuchte Strahlung 
z. B. Réntgenstrahlung, erzeugte Lonisation benutzt. Leider sind di: 
heutigen Kenntnisse tiber die Ionisierung durch Kaliumstrahlung 
wesentlich ungenauer als der oben angegebene Wert des Kalium. 
gehalts. Nach der von Rajewsky (15) vorgenommenen Auswertung 
betragt die in 1 eem Gewebe durch Kaliumstrahlung pro Sekunde ge 
bildete Anzah| von Lonenpaaren 3600 pro 1% des 1elativen Gehalts, 
Dies ergibt fiir Drosophila etwa 1650 J pro ccm und pro Sekunde 
In 21 Tagen der mittleren Lebensdauer der Fliegen entstehen somit 
im ccm Fliegengewebe 1650 - 60 - 60 - 24 - 21 3- 10° Tonenpaare. 

Eine Réntgenstrahlendosis von lr erzeugt bekanntlich in 1 ccm 
Gewebe 2.-10!2.7/Sekunde. Die durch Kaliumstrahlung — bedingte 
Dosis (3- 10° J) entspricht demnach 1.5-10-3r. Da eine Réntgen 
strahlendosis von 1 r eine (geschlechtsgebundene Mutation) Mutations- 
rate von 0.0028 % erzeugt, kann durch die errechnete K-Strahlungsdosis 
4.2-10-6% Mutationsrate hervorgerufen werden. Nach Rajewsky und 
Timoféeff-Ressovsky (9) betragt die Erhéhung der spontanen Mutations 
rate fiir 20 bis 21 Tage alte gegeniiber den frischgeschliipften Droso- 
philamannchen 0.16%. Die Kaliumstrahlung kann also nur etwa 1/s¢ 99 
davon erzeugen. Auf die spontane Mutationsrate bei frischgeschlipften 
Mannchen (0.1%) bezogen, betrigt dieses Verhaltnis etwa 1: 24000 

Wie daraus zu schlieBen ist, hat die Radioaktivitat des im Droso 
philagewebe vorhandenen Kaliums praktisch keine Bedeutung fiir dic 
Entstehung von Spontanmutationen. Allerdings beruhen die vor 
stehenden Berechnungen auf der Annahme einer gleichmaBigen Ver 
teilung sowohl! von Gesamtkalium als auch von seinem aktiven Lsotop 
im Gewebe. Liegt dagegen in Wirklichkeit eine starke Inhomogenitat 
besonders hinsichtlich des radioaktiven K-Iosotops vor, so andern 
sich die Verhaltnisse. Ein wesentlich abweichendes Bild kann sich 
jedoch nur dann ergeben, wenn in den Keimzellen oder ihrer unmittel- 
baren Umgebung starke Selektivitét dem radioaktiven Kaliumisotop 
gegeniiber bestehen wiirde. 


Zusammenfassung, 
1. Sechs verschiedene Altersklassen ([: 0 bis 3 Stunden, IL: 24 bis 
27 Stunden, IIL: 5. TV: 10, V: 15 bis 16 und VI: 20 bis 21 Tage alt: 














mgehaits. 
wert des 
3. Diese 
tung de: 
utationen 
Tergleichs 
Kalium 
trahlung 
sind di 
strahlung 
Kalium. 
swertung 
unde ge 
Gehalts. 
Sekunde 
en someit 
Aare. 
in 1 ccm 
bedingte 
Rontgen 
utations- 
ingsdosis 
sky und 
itations 
1 Droso- 
va '/ 39 09 
hliipften 
|: 24000 
n Droso 
fiir die 
lie vor 
ven Ver 
n Lsotop 
ygenitat 
andern 
inn sich 
nmitte!- 
Misoto}) 


[: 24 bis 








Der Kaliumgehalt der Drosophila und die spontane Mutabilitat. 335 





Tiere) von Drosophila melanogaster (Wildform) werden in Glasern 


auf Agar-Mais-Nirupfutter bei Zimmertemperaturen geziichtet und 
nach dem Geschlecht getrennt, zu Proben von meist 150 Individuen 
vereinigt, um Kérpergewicht, Wasser- und Kaliumgehalt zu bestimmen 
(Giesamtzahl der untersuchten Tiere iiber 9000. 

2. Die Geschlechter der gewahlten Altersklassen weisen beziiglich 
des Feuchtigkeitsgehalts keinen Unterschied auf. Der mittlere prozen- 
tuale Wassergehalt verschiebt sich waihrend des Lebens der Imago nach 
festen Regeln: Er ist am héchsten beim frischgeschliipften Tier der 
Klasse | (72,0 — 0.4) und sinkt rasch imnerhalb 1—2 Tagen iiber den 
Gehalt der Klasse II (68,5 — 0,6) zu einem kiinftig stabilen Wert der 
Klassen ILI bis VI (65,7 ~ 0.2) ab. Frisch- und Trockengewicht der 
reifen Imago verhalten sich wie 3: 1. 

3. Das durchschnittliche Gewicht der reifen Fliege (Klassen TTT 
bis VIL) bietet folgende Werte in mg: 

briseh frocken 
Maémnchen .....42. 0,664 0,020°5 V,225 + 0,007°,,, 
WROIDOMOR «. 6 5. cs. 5 1,039 + 0,026°, 0.361 + 0,0099,. 


Danach verhaiten sich die mittleren Frisch- (bzw. Trocken-) Gewichte 
der reifen Geschlechter zueinander angenihert wie 2:3. Die Weibchen 
haben im Gegensatz zu den Mannchen in den ersten 24 Stunden 
(Klassen Lund IL) ein geringeres Gewicht als im héheren Alter. walir- 
scheinlich bedingt durch den unreifen Zustand. 

4. 25 Proben getrockneter Fliegen insgesamt tiber 3600 Tiere 
werden feucht verascht (Salpetersdéure und Perhydrol) und in der 
Aschelésung auf Kalium nach der Fallungsmethode mit Kobaltreagens 
geprift. Vorher erfolgt Eichung des Fallungsreagens mit bestimmten 
Mengen einer bekannten, wasserigen Kaliumehloridlésung ; diese Proben 
durchlaufen den gesamten ProzeB (Veraschung, Eindampfen. Ver- 
treiben des NHg. Fallung und Titration) ganz ebenso wie das eigentliche 
Analysengut. Es ergibt sich eine Gerade als Eichkurve, die den ge- 
suchten Kaliumwert einer beliebigen Probe unmitte!bar abzulesen 

y b F 
gestattet: x ce . Die Eichung ergibt bei Verwendung desselben 
Reagens eine Fehlerbreite bis zu 5 % der zu bestimmenden Kaliummenge 
Die methodischen Vorarbeiten bewiesen einwandfrei, daB es unzulassig 
ist, den von Kramer und TJ'isdall fiir die Kaliumbestimmung im Blut 
serum empirisch gefundenen Titrationsfaktor 0,142 (fiir 0.02 n K MnQ,- 
Lésung) auf die Kaliummikromethode. wie Pincussen sie fiir beliebiges 
festes organisches Material beschreibt. anzuwenden , da es ..den Faktor’* 
gar nicht gibt, nicht einmal fiir eine bestimmte Reagenslésung. Vielmelht 
hat jedes gesondert angesetzte Kobaltreagens gleichsam seine eigene 
Faktorenreihe. Um hinreichend zuverlassige Resultate zu erzielen, 
mul} demnach jedes frisch angesetzte Reagens in der oben beschriebenen 
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Weise geeicht werden, d.h. es geniigt nicht, einfach in unbehandelten 
Proben der KCl-Lésung zu fallen, um die Eichgerade aufzustelien; die 
Proben sind vielmehr dem ganzen Analysenverfahren zu unterwerfen 

Der relative Kaliumgehalt der Mannchen und Weibchen ist weder 
abhangig vom Alter noch vom Geschlecht; der gemeisame Mittelwert 
wird mit (0,445 ~ 0,016) % der Frisch- und (1,36 + 0,05) % der Trocken 
substanz bestimmt. Der absolute Kaliumgehalt betragt im Mittel pro 
Mannchen 2,88 = 0,23 y, pro Weibchen 4,56 — 0,27 y; eine Beziehung 
zum Alter laBt sich nicht nachweisen. Beide Werte verhalten sich wie 
2:3, d.h. wie die entsprechenden Kérpergewichte. Absoluter Kalium- 
gehalt und Koérpergewicht der Drosophila melanogaster (Wildform) sind 
einander direkt proportional. 

5. Die Strahlenenergiemenge, welche das im Korper der Fliege 
abgelagerte Kalium in etwa 21 Tagen, also wahrend der mittleren 
Lebensdauer der Imago erzeugt, ist etwa 24000mal zu schwach, um 


die spontane Mutationsrate auslésen zu kénnen. 


Vorliegende Arbeit wurde wahrend des Sommers 1939 im Kaiser 
Wilhelm-Institut fiir Biophysik zu Frankfurt a.M. ausgefiihrt. An 
dieser Stelle sei Herrn Prof. Dr. Rajewsky fiir die freundlich gewahrte 
Unterstiitzung bestens gedankt. 
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Kiinstliche Kieme als Hilfsmittel zur Untersuchung 
der Permeabilitiit lebender Membranen. 
Ill. Mitteilung: 
Priifung einiger Vergiftungsgleichungen an der Kaliumehloridpenetration 
durch die Cellophanmembran!,. 
Von 
Eugen Macovski und Georgeta Stan. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Naturwissenschattlichen 
Fakultat. Universitat Bukarest. ) 


(Eingegangen am 28. Juli 1942.) 


Mit Hilfe von Untersuchungen tiber die Oxalsaurepenetration durch 
die Cellophanmembran der kiinstlichen Kieme wurden die Vergiftungs- 


gleichungen (1), (2) und (3) 


(¢ Co) (T To) ky (1) 
(Cc Co) T ko (2) 
c(t — %) ke (3) 


auf ihre Giiltigkeit hin gepriift und die theoretisch festgestellten Be- 
ziehungen dieser Gleichungen zu dem Diffusionsgesetz von Fick experi- 
mentell bestatigt?. Um aber die Allgemeingiiltigkeit dieser Ergebnisse 
zu beweisen, mu ihre Richtigkeit auch an der Penetration anderer 
Stoffe durch die kiinstliche Kieme gepriift werden. Deshalb haben wir 
uns entschlossen, zunachst die Permeabilitat der Cellophanmembran 
der kiinstlichen Kieme fiir das Kaliumehlorid zu untersuchen, bevor 
wir zur Klarung anderer Fragen aus dem Gebiete der Permeabilitat mit 
Hilfe der kiinstlichen Kieme tibergehen. 

Die Problemstellung ist bereits aus den vorigen Arbeiten bekannt 
Es wird die Permeabilitaét der kiinstlichen Kieme fiir das Kaliumehlorid 
unter denselben Bedingungen untersucht, bei denen die gelésten viftigen 
Stoffe in Vergiftungsversuchen das lebende Kiemenepithelium der 
Fische durchdringen. Dabei wird festgestellt, ob die fiir das Durch- 
dringen gewisser Substanzmengen aus Losungen verschiedener Kon- 
zentration nétigen Zeitraume den in den obigen Vergiftungsgleichungen 


1 TI. Mitteilung: diese Zeitschr. 312, 213, 1942 2 Ebenda 310. 255; 
312, 213, 1942. 
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vorhandenen Vergiftungszeiten 7 entsprechen und ob der betreffend 
Penetrationsvorgang nach der, unter den erwahnten Versuchsbedin 
gungen viiltigen Diffusionsformel von Fick (4) 


Ct K 4 








Dann 






























erfolgt. kénnen auf Grund der Versuchsergebnisse auch di 


Formein (5), (6) und (7) 


gepruft werden, welche die Beziehung zwischen der Diffusionsformel (4 
und den Vergiftungsgleichungen (1), (2) bzw. (3) darstellen. 

Die theoretischen Grundlagen der ,,kiinstlichen Vergiftungs- 
versuche’, die physikalisch-chemische Deutung der Vergiftungs- 
gleichungen und ihre Beziehung zu dem Diffusionsgesetz von Fick 
sind in den fritheren Mitteilungen ausfiihrlich angegeben. Auch die 
kiinstliche Kieme und die Apparatur, welche man fiir die Versuch 
verwendet, sind in den vorigen Mitteilungen eingehend beschrieben, 
Deshalb veniigt es, an dieser Stelle nur den Gang der mit Kaliumchlorid 
ausgefiihrten Versuche zu erértern und die Ergebnisse der Versuche 

. sowie ihre Auswertung mitzuteilen. 

Als Kiemenmembran diente ein von der Firma Kalle «. Co. A.-G. 
Wiesbaden - Biebrich, bezogener. nahtloser  ..Cellophan - Dyalisier- 
schlauch’* von dem Kaliber 22 mm. Als ..Giftstoff** wurde Kalium- 
chlorid pro analysi Merck verwendet. Die Bestimmung des durch die 
Kiemenmembran durchdringenden Kaliumchlorids erfolgte maBanaly- 
tisch nach J. Hodakow, d.h. mittels Silbernitrat in neutraler Lésung 
und in Gegenwart von Kristallviolett-Gribler, welches als Adsorptions- 
indikator wirkte!. 

Der Gang der Versuche, die zur Priifung der Vergiftungsgleichun- 
gen (1) und (2) ausgefithrt wurden, kann folgendermaBen zusammen- 
gefaBt werden: 


Vor dem Versuch befindet sich die kiinstliche Kieme in dem Zy- 
linder Z (vel. Abb. 2 der I. Mitteilung2), welcher destilliertes Wasser 


' Vgl. M. Kolthoff u. H. Menzel, Die MaBanalyse, II. Teil, S. 257 
Berlin 1931: J. Hodakow, Z. physik. Chem, 127, 43, 1927. (Sowohl der Name 
des Autors als auch die Zeitschrift sind von M. K. und H. M. nicht richtig 
* Diese Zeitschr. 810, 255, 1942, und zwar S. 261. 


angegeben ) 
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enthalt. Man fiillt den Scheidetrichter der Vorratsflasche # mit destil- 
liertem Wasser, bringt den Wasserspiege! in dieser Flasche auf die 
notige HGhe (i.u. Vit A 35.7 em, Abb. 2) und 1aBt den Wasserstrom 
durch die Kieme flieBen. Dann werden in den Becher B 2400 cem 
Kaliumchloridlésung von annahernd gewiinschter Konzentration hinein- 
gegossen und auf die Versuchstemperatur (20.09 — 01°C) gebracht. 
Inzwischen gibt man in eine Reihe von Erlenmeyer-Kolben (GefaBe G) 
je 3,00 cem einer etwa n/10 Silbernitratlésung (i. u. V. 1,00 cem Nilber- 
nitratlésung entsprach 0,0074808 g Kaliumehlorid) und je 2 bis 3 Tropfen 
wisseriger 0,05 °ciger Lésung von Kristallviolett. Nachdem sich in der 
Apparatur die gewiinschte Temperatur eingestellt hat, wird ein kleiner 
Me8zylinder unter das AusfluBrohr der Kieme gestellt und die Zeit in 
Sekunden ermittelt (Stoppuhr), welche zum AusflieBen von 10,0 ccm 
Wasser notwendig ist (i.u. V. war die mittlere Geschwindigkeit des 
Wasserstromes etwa 10,0 cem in 88.12 Sekunden). — Jetzt gibt man in 
die Flasche f eine verdiinnte Silbernitratlésung (i. u. V. 1,00 cem dieser 
Lésung entsprach etwa 0.000614 g Kaliumchlorid), ]aBt diese Lésung 
in einem gleichmaéBigen Strom ausflieBen und bestimmt deren Ge- 
schwindigkeit in der eben beschriebenen Weise (i.u. V. 2.5cem in 
87.7 Sekunden), 


Nachdem man mit diesen Vorbereitungen fertig ist, fiihrt man die 
kiinstliche Kieme aus dem Zylinder Z in den Becher B rasch tiber und 
halt Stunde und Minute der Uberfiithrung fest, da sie den Beginn des 
Versuchs darstellen. — Sobald die Kieme in die Kaliumchloridlésung 
getaucht ist, lést man die Stoppuhr und beginnt sogleich das aus der 
Kieme tropfende Wasser sowie die aus der Flasche / tropfende Si! ber- 
nitratlésung in einem der GeféBe G aufzufangen. Gleich nachher werden 
dem Becher B 50.0 ccm Kaliumchloridlésung entnommen, die Menge, 
welche zur genauen Bestimmung der Kaliumchloridkonzentration 
benutzt wird. In dem Augenblick, wo der Endpunkt der Titration, der 
Umschlagspunkt des Indikators von Blau in Rosa, erreicht ist, halt 
man, ohne den Versuch zu unterbrechen, die Stoppuhr an und notiert 
die Dauer der Titration 1, , welche hier die in der Vergiftungsgleichung (1) 
enthaltene Vergiftungszeit t darstellt. 


Jetzt stellt man einen anderen vorbereiteten, 3,00 com Silbernitrat- 
lésung enthaltenden Kolben @ unter die AusfluBrohre der Kieme und 
der Flasche f und ermittelt von neuem die ,, Vergiftungszeit™ T,,, welche 
diesma] das t in der Vergiftungsgleichung (2) darsteilt. Auch hier muB 
man die Zeit des Beginns der Titration feststellen. Nachdem die Be- 
stimmung von T, einige Male wiederholt wurde, ermitte:t man von 


' i.u. V. bedeutet: in unseren Versuchen. 













340 E. Macovski u. 





G. Stan: 
neuem die Geschwindigkeit, mit welcher die verdiinnte Silbernitrat 
losung aus der Flasche f flieBt. 

SchlieBlich wird der Hahn der Flasche / geschlossen und der Begin 
und die Dauer der Titration ohne Zusatz der verdiinnten, aus de 
Flasche f stammenden Silbernitratlésung bestimmt. Diese Titrations 
dauer ¢ entspricht dem in der Forme] (4) vorhandenen ¢. — Dann werden 
wieder 50.0 com Kaliumchloridlésung zur Bestimmung der Endkonzen 
tration dem Becher B entnommen, wobei Stunde und Minute des 
Entnehmens den Zeitpunkt des Versuchsendes darstellen. 


Nun muB noch die Geschwindigkeit des durch die Kieme flieBenden 
Wasserstromes nochmals ermittelt, die Kieme vorsichtig in den Zy- 
linder Z tiberfiihrt und die Menge der in dem Becher B verbliebenen 
Kaliumchloridlésung gemessen werden. Solange die Kieme unbeschadigt 
ist. findet man im Becher Bb 2992 bis 2998 ccm L6ésung wieder. 


Die Bestimmung der Kaliumchloridkonzentration in den dem 
Becher B entnommenen Proben erfolgt genau wie bei der Bestimmung 
der Vergiftungszeit; d.h. man titriert eine gewisse Menge der Silber- 
nitratlésung von bekannter Konzentration mit der Kaliumchlorid- 
lésung in Gegenwart von Kristallviolett-Gribler, wobei der Farb- 
umschlag von Blau in Rosa den Endpunkt der Titration anzeigt. 
Inzwischen |aBt man langere Zeit destilliertes Wasser durch die Kieme 
flieBen und wechselt in dem Zylinder Z das destillierte Wasser drei- bis 
viermal, um die Kieme von dem Kaliumchlorid vollkommen zu_be- 
freien und fiir den nachsten Versuch vorzubereiten. 


Tabelle L stellt als Beispiel das Protokoll des Versuchs 103 dar. 
Tabelle 1. Annadhernde Konzentration des Kaliumchlorids in det 


Versuchslésung n/20. 


Versuch 103 vom 19. Juli 1941. 





Vor dem Versuch Nach dem Versuch 
Kinzel- Mittel- Kinzel- Mittel- | Mitte! 
bestimmungen wert bestimmungen wert 


AusfluBzeit von 10,0 cem | 
Wasser aus der Kieme | 88.9; 88,8; 88,7 88,8 88,8: 89,4; 89,0 89,1 89,0 
in Sekunden | 

AusfluBzeit von 2.5 ecm 

AgNO, aus der 86,1; 87,9; 88,2 87,4 89,4; 90,0; 90,0 89,8 88,6 
Flasche / in Sekunden | 
Titration der Versuchs- 
lésung:3,00 ccm Ag N Og | 6.12: 6.07: 


, 


6,28; 6,27 


verbrauchen ccm Ver- 


(— 0,022 4424¢ KCI) | 6.12 6,103 6,27 thi 
suchslésung 
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Reagentien in den TitrationsgefaBen G. 





Nr. Reagens Menge 
1 Ag NOs, 1 ccm Ore aoe ar Wer os... cesses 3,0 cem 
2 Kristallviolett-Griibler, 0,05 % ...........0ceeeeee: .. 2—3 Tropfen 


Menge der Versuchslésung (Becher B) und Dauer des Versuches. 








Versuchslisung Menge Zeit des Versuches 
WOR GH VOHMEN Frei rec ence wrediewrsesss .. 2400,0 com Beginn: 165 50 
Zu Beginn um 16" 50’ zur Analyse entnommen 50,0 ,, Ende: 18°00’ 
Am Ende um 18! 05' zur Analyse entnommen 50,0 ,,  Dauer: 4500 
Nach dem Versuch ..... Rr eer eee Saree 2295.0 ,, 
Titration I II Ill IV V 
a | zu Beginn 20,00° 20,05° 20,00° 20,00° 20,00° 
I {am Ende 20,05° 20,00° 20,00° 20,00° 20,00° 
Beginn der Titration 164 50’ 17h 12’ 17h 28’ 17h 46 17h 53’ 
Zeitpunkt der Titration | 
(seit dem Beginn des 0 22 38’ 56 63 
Versuches) | 
Art der Vergiftungszeit v4 ar ar t f 
sehen See ceion |) 2076 897 x99 530 533 
in Sekunden j 


In dieser Weise wurde eine Reihe von Versuchen mit Kalium- 
chloridlésungen von verschiedenen Konzentrationen (n 2.5 bis n/30) 


ausgefiihrt, deren Ergebnisse in der Tabelle Ll wiedergegeben sind. 


Ebenso wie bei der Untersuchung der Permeabilitat der Cellophan- 
membran fiir Oxalsiure wurden die beobachteten ,,Vergiftungszeiten** 
t,. T,, und ¢ auf eine mittlere AusfluBzeit von 88,12 Sekunden um- 
gerechnet (Tabelle IL, Spalten 11, 15 und 19) und die allen vorge 
nommenen Titrationen entsprechenden duBeren Kaliumchloridkonzen- 
trationen in der bekannten Weise rechnerisch ermittelt (Tabelle IL, 
Spalten 13, 17 und 21). — Auch hier wurden die kleinen Anderungen 
in der Geschwindigkeit, mit welcher die verdiinnte SiibernitratlOsung 
aus der Flasche f flieBt, unberiicksichtigt ge'assen. 

Um die Anwendbarkeit der Vergiftungsyleichungen (1) und (2) 
sowie der Forme! (4) des Diffusionsgesetzes von Fick auf die Versuchs- 
ergebnisse zu priifen, werden die experimentell ermittelten Beziehungen 
zwischen der ,,Giftkonzentration’’ c und den ,,Vergiftungszeiten” 
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Z 


“ 


1840 1874 


(Titrationsdauer) 7, 
tx und ¢ der Ta 
belle IT entnommen 
die in Sekunden an 
gegebenen Vergif 
tungszeiten in Minu 
ten verwandeit (‘Ta- 
bellen IIT, VI und 
IX) und die Kon 
stanten der Vergif 
tungsgleichungen 
nach der Method 
der kleinsten Qua- 
drate berechnet ! 
Dann kann man aut 
Grund der .,plausi- 
belsten‘’ Werte der 
Vergiftungskonstan- 
ten fiir alle verwen- 
deten Kaliumchlorid 
konzentrationen die 
entsprechenden,, Ver- 
giftungszeiten’ mit 
Hilfe der Formeln 
(1), (2) und (4) be- 
rechnen und mit den 
experimentel] gefun 
denen Werten  ver- 
gleichen. Dieser Ver- 
gleich gestattet zu 
erkennen, ob die Ver- 
giftungsgleichungen 
mit den Ergebnissen 
der Versuche im Ein- 
klang stehen und ob 
die betreffenden Pe- 
netrationsvorgange 
sich nach dem Diffu- 
sionsgesetze von Fick 


abspielen. 


' Diese Zeitschr. 
310, 313, 1942. 
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Priifung der Vergiftungsgleichung (1). 


Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle LIL wiedergegeben 
(vgl. Tabelle II, Spalten 11 und 13). Werden die Naherungswerte der 
Vergiftungskonstanten auf Grund des ersten, dritten und fiinften 
Versuchs in tiblicher Weise berechnet!. so erhalt man: co 1,57, 
io= +2,91 und k, = + 31,33. Die Ausgleichsrechnung ergibt: 
dco = + 0,029, 0% = + 0,083, Of, 0.82. [vv] = 0,005, 
Co = + 1,599, T + 2,993, k, + 30.51, die entsprechenden v,-Werte 
(Tabelle LV), 1 0,050 und die .,Gewichte™ fiir 4 ¢9, 0 tT) und 4 ky: 
+24], +. 1,26 bzw. 0.0264. 


Tabelle III. Tabelle IV. Tabelle V. 





Versuch g, Liter Min Versuch ) ‘4 ‘ , Mi Min 
f ber 


29,70 1,02 0,058 726 29,7 0% +,08 

14,74 5,35 : 0,035 259 ‘ 7 3: 5,31 

7,30 8,38 : 0,035 307 33 7,3 % 8,34 

3,66 17,78 . + 0,016 494 { 3,66 17,80 

2,68 31,23 E 0,013 133 ; 2 6 31,2! 31,22 
[vv] 0,006. 


Abnorm groBe Fehler kommen in diesen Versuchen nicht vor, da 
alle in der Tabelle [V vorhandenen »,-Werte kleiner als 2 0, 100 
sind. Die Fehlerverteilung scheint zufallig zu sein, weil die Vorzeichen- 
summe gleich | ist, d.h. innerhalb der Grenzen )5 2 24 fallt, 
und weil das Kriterium von Abbe den Wert 0.807 liefert, welcher inner- 

P l ia 
halb der mittleren Fehlergrenze 1 ] 0.45 liegt. Auf das 
5 
Vorhandensein systematischer Fehler kann man also kaum schliefen. 
Fiir die Vergiftungskonstanten erhalt man folgende Werte: 


Co = + 1,599 — 0,032, ty = + 2,993 -. 0,045, &, 30,51 + 0,31. 


Werden diese Werte in die Vergiftungsgleichung (Ss) 


T ; t tp (S) 


aoa 
‘eine andere Form der Vergiftungsgleichung (1)| eingefhrt, so kann 
man fiir aile verwendeten Kaliumchloridkonzentrationen die ent 
sprechenden ,,Vergiftungszeiten‘‘ rechnerisch ermitteln (Tabelle V) 
Die berechneten t-Werte stimmen mit den experimentel! gefundenen 
befriedigend iiberein, woraus man schlieBen kann, daB die Vergiftungs- 


gleichung (1) mit den Ergebnissen der Versuche im Eink'ang steht. 


1 Diese Zeitschr. 310, 272, 1942. 
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Priifung der Vergiftungsgleichung (2). 

Die Berechnung der Naherungswerte der Vergiftungskonstanten aus 
den Ergebnissen des zweiten und fiinften Versuchs (Tabelle VI, vgi. 
Tabelle IL, Spalten 15 und 17) ergibt: c¢, 1,50 und ky = + 31,051. 
Durch den Ausgleich erhalt man folgende Werte: dco = — 0,02. 
Oks 0,42, [vr] = 0,14, co +148, k, = + 31,47, die ent- 
sprechenden v,-Werte (Tabelle VIL), 1 0.2159 und die .,Gewichte* 
fiir dco und dks: 39.9 bzw. 6.7. 


Tabelle VI. Tabelle VII. Tabelle VILL. 





. . t 
Versuch F Min. Min 
g/ Liter Min. gef. ber 


» e T 
Versuch 


29,62 1,12 I 0,0017 LJ 

14,71 2.35 2 + 0,0287 ‘ 2,3 2,38 
7,28 5,12 3 + 0,3059 : : 5,1 5,45 
3,64 14,80 4 0,2306 14,80 14,57 
2,65 26.93 5 0,0326 f 26,93 26,90 


[vr] = 0,149. 


‘ L,32 


Alle in der Tabelle VIL vorhandenen v,;-Werte sind kleiner als 
2a 0.4318; abnorm groBe Fehler kommen also nicht vor. — Auch 
auf das Vorhandensein systematischer Fehler ist kaum zu schlieBen, 
da die Vorzeichensumme gleich 1 ist, d. h. innerhalb der Grenzen 


V5 2,24 liegt, und da das Kriterium von Abbe den Wert 0,692 


ae 1 ; 
liefert, welcher innerhalb der mittleren Fehlergrenze 1 =] + 0,45 


A V5 
falit. 

Die Berechnung der Vergiftungskonstanten ergibt :¢y = 1,48 — 0,08, 
ky = 3147 0.26. Setzt man diese Werte in Gleichung (9) 


T (4) 
ein, so lassen sich fiir alle verwendeten Kaliumchloridkonzentrationen 
die entsprechenden ,,Vergiftungszeiten‘’ rechnerisch ermitteln (Ta. 
belle VIII). Aus dem Vergleich der berechneten und experimente!! 


gefundenen t-Werte kann man leicht ersehen, daB die Vergiftungs- 
gleichung (2) mit den Ergebnissen der Versuche iibereinstimmt. 


Priifung der Diffusionsformel (4). 
Aus dem Ergebnis des dritten Versuchs (Tabelle LX ; vg]. Tabelle 11, 


Spalten 19 und 21) erhalt man den Naherungswert K = + 29,9508?. 


1 Diese Zeitschr. 310, 275. 1942. > Ebenda 310, 277, 1942. 
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Der Ausgleich liefert: 0K + 1,2289, [vv + 00415, v,-Werte 
Tabelle X), 1 0.1019 und das Gewicht fiir 6 K : 0.2494. —- Abnorm 
sroBe Fehler kommen nicht vor, da alle +,-Werte (Tabelle X) kleiner als 
aT) 0,204 sind. Systematische Fehler sind auch kaum vorhanden, 
weil nach dem Kriterium von Abbe der Wert 0,696 innerhalb der mittleren 
Fehlergrenze 1 — 0,45 fallt und da die Vorzeichensumme -— | innerhalb 
der Grenzen )5 2.24 liegt. Fiir die Konstante A erhalt man 
folyenden Wert: K + 31,18 — 0.20, welcher gestattet, mit Hilfe der 
Forme! (10) 
K 


c 


(10) 


Tabelle LX. Tabelle X. Tabelle XI 





t 
c t " 
ersuch Versuch ) in. Min. 
g/Liter Min g/ Li af. ber. 


29.419 1,07 0.010 151 29, 7 1.06 
14,615 Zig d 0,013 404 é Ole Syke 2,13 
7,202 4,13 3 0,169 463 é y fs) 1d 1,30 
5,088 8.80) 0,110 061 | 3,088 Re 8.64 
2,612 | 11,92 i 0,017 099 5 2,615 Qs 11,94 


0,0414. 


fiir alle verwendeten Kaliumchloridkonzentrationen die entsprechenden 
‘-Werte rechnerisch zu ermitteln. Diese Werte (Tabelle X1) stimmen 
mit den gefundenen gut iiberein, woraus man schlieBen kann, daB das 
Kaliumehlorid die Cellophanmembran der kiinstlichen Kieme nach dem 
Diffusionsgesetz von Fick durchdringt. 


Priifung der x-¢-Beziehungen (5) und (6), 


Man zieht zu diesem Zweck die in der Tabelle (XI) vorhandenen, 
experimentell gefundenen t-Werte und die folgenden Werte der Ver- 
viftungskonstanten heran: Cp 1.599, To 2,993 und k, 30.51 im 
Falle der Beziehung (5) [vgl. ,,Priifung der Vergiftungsgleichung (1)**} 
bzw.¢y = 1,48 und ky — 31,47 im Falle der Beziehung (6) { vgl. ,, Priifung 
der Vergiftungsgleichung (2)*| und schlieBlich K = 31,18. Werden 
diese Werte in die Beziehungen (5) bzw. (6) eingesetzt, so kann man auf 
Grund der experimentell ermittelten t-Werte (Tabelle XI) die ent- 
sprechenden t-Werte berechnen und mit den gefundenen t-Werten 
Tabellen ILL bzw. VI) vergleichen (Tabelle XII). Da die Uberein- 
stimmung befriedigend ist, kann man schlieBen, da die Beziehungen (5) 
und (6) richtig sind und daB die Vergiftungsgleichungen (1) und (2) 
besondere Ausdrucksweisen des Diffusionsgesetzes von Fick darstellen. 
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Tabelle XII. 





a T 1 - 

Versuch Min. Min. Min. Min. Mir 

gef. beobachtet nach (5) beobachtet nach 

(Tabelle XI) (Tabelle IIT) ber. (Labelle VI) ber 
1 1,07 1,02 1,10 1,12 1,14 
2 2,12 5,30 §,32 2,35 2,38 
3 4,13 8,38 8,12 3,12 5,18 
H 8,80 17,78 18,69 14,80 15,25 

5 11,92 31,23 $3.00 26,93 27,71 


Nachdem es gelungen ist, an der Kaliumchloridpenetration dure! 
die Cellophanmembran der kiinstlichen Kieme die Giiltigkeit der Ver- 
giftungsgleichungen (1) und (2) sowie der Diffusionsformel (4) von Fic/ 
an ein und demselben Penetrationsvorgang zu beweisen, kénnen wit 
zur Priifung der Vergiftungsgleichung (3) iibergehen. 


Die Versuche werden genau in derselben Weise und mit denselbe1 
Lésungen und Reagentien wie oben ausgefiihrt, nur braucht man dabe 
nicht die verdiinnte, aus der Flasche / stammende Silbernitratlésung 
zu verwenden. (Die entsprechende Apparatur vg]. Abb. 1 der II. Mit- 
teilung!.) Die Dauer der Titration, welche gleich nach dem Eintaucher 
der Kieme in die Kaliumchloridlésung erfolgt, stellt die in der Glei- 
chung (3) vorhandene ,,Vergiftungszeit‘‘ t dar, wahrend die darauf- 
folgenden Titrationen die Zeitspannen ¢ in der Diffusionsformel (4 
darstellen. (Vgl. dazu die Beschreibung ahniicher, mit Oxalséure aus. 
vefiihrter Versuche in der IT. Mitteilung?.) 


Tabelle XIII stellt als Beispiel das Protokoll des Versuchs 76 dar 
wahrend die Ergebnisse aller zur Priifung der Vergiftungsgleichung (3 
ausgefiihrten Versuche in der Tabelle XIV zu finden sind. Somit mul 
nur noch die Anwendbarkeit der Vergiftungsgleichung (3) und det 
Diffusionsforme] (4) auf diese Versuchsergebnisse gepriift werden. 
Dazu werden die experimentell ermittelten Beziehungen zwischen de1 
,,Giftkonzentration“ c und den ,,Vergiftungszeiten® (Titrationsdauer 
t und ¢ der Tabelle XIV entnommen, die in Sekunden angegebenen 
Vergiftungszeiten in Minuten verwandelt (Tabellen XV und XVIII 
und die Konstanten der Vergiftungsgleichung (3) bzw. der Diffusions- 
formel (4) nach der Methode der kleinsten Quadrate berechnet. Auf 
Grund dieser Werte der Vergiftungskonstanten kann man nun fiir alle 
verwendeten Kaliumchloridkonzentrationen die entsprechenden ,,Ver- 
giftungszeiten’‘ mit Hilfe der Formeln (3) und (4) rechnerisch ermitteln 
und mit den experimentell gefundenen Werten vergleichen. Dieser 


1 Diese Zeitschr. 312, 213, 1942, und zwar S. 216. 
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Vergleich gestattet zu erkennen, ob die Vergiftungsgleichung (3) mit 


den 


Ergebnissen der Versuche iibereinstimmt 


und ob 


die Kalium- 


chloridpenetration durch die Cellophanmembran der kiinstlichen Kieme 
nach dem Diffusionsgesetz von Fick erfolgt. 


fabelle XIII. 


der Versuchslésung n/50. 


Annahernde Konzentration des Kaliumehlorids in 








Versuch 76 vom 20. Mai 1941. 
Vor dem Versuch Nach dem Versuch 
Einzel- Mittel- Einzel- Mitte!- Mittel 
bestimmungen wert bestimmungen wert 
AusfluBzeit von 10,0cem 
Wasser aus der Kieme '!94,4; 94,2; 94,5 94,4 93,8; 93,8: 94,0 93,9 94,2 
in Sekunden | 
Titration der Versuchs- 
lésung: 1,00 cem | . . = 
2 an pes 5,28; 5,23 ie 5.39: 5.49 a 
AgNO, (= 0,00748 g 8 — 5,25), OP", a 5,44 
> 4 0,c6 O,409 
KCl) verbraucht | ; 
cem Versuchslésung 
Reagentien in den TitrationsgefaBen G. 
Nr Leagens Menge 


1 AgNOsz, 1,00 ecm 


2 Kristallviolett-Gribler, 0,05 % 


Menge der Versuchslésung (Becher 4) und Dauer 


= 0,007 48¢ KCl 


Beare mci aty 2—3 Tropfen 


des 


3,00 cem 


Versuchs. 





Versuchslisung 


Vor dem Versuch 


Menge 


2400,0 cem 


Dauer 





Zu Beginn um 16515’ zur Analyse entnommen 50,0, Beginn: 165 15’ 
Am Ende um 1845’ zur Analyse entnommen 50,0 ,, Ende: 1846’ 
PON CO WONUIIE 66 eles ance dat s'e Spee mera 2298,0 Dauer: 9000” 
Titration I II Ill I\ \ VI 
T sratur | 24 Beginn 20,00° 19,959 20,059 20,05° 20,05° 20,00° 
emperarur') am Ende 19,959 20,05 20,05». 20,05° 20,00" ~—20,00° 
Beginn der Titration 16> 15° 16541" 17605’ 17528" 17551’ 1814’ 
Zeitpunkt der Titration 
seit dem Beginn des 0’ 26’ 50 73 96 119’ 
Versuchs 
Art’ der Vergiftungszeit Tt t t t t t 
Jaue Titrati = ee ints P ’ ” 
Dausr cor Titration \ 1470 1307 1323 1332 1342 | 1362 
in Sekunden { 
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Priifung der Vergiftungsgleichung (3). 
Die Ergebnisse der Versuche sind in der Tabelle XV wiedergegeben 
(vgl. Tabelle XIV, Spaiten 10 und 12). Auf Grund des zweiten und 
fiinften Versuchs erhalt man fiir die Naherungswerte der Vergiftungs- 





konstanten: T) - 2.93 und ke + 29.331. Die Ausgleichsrechnung 
zweima! wiederholt ergibt foluende Werte: 0 ks +. 2.58, d t% 0.43. 
vv] == 1,135, 1 + 2.50, ks - 31,91, die v;-Werte (Tabelle XV1), 
0435 und die ,,Gewichte’ fiir Ok, und 1): + 0.635 bzw. 
2 851. 
Tabelle XV. Tabelle XVI. Tabelle XVII. 
“ ‘ . Ver D 
Versuch Versuch ’ . Min Min 
é ’ such , “ 
g/ Liter Min. g Liter gef. ber 
l 29,90 1,03 i 0,462 776 1 9 O) 1,03 3,07 
2 14,74 4,92 2 0,255 142 2 14,74 1,02 4,66 
3 7,35 6,73 a + O,111 497 3 7,35 6,73 6,84 
4 3,63 10,98 4 L 0,310 634 4 3,63 LU,98 11,29 
5 2.43 15.00 5 0.631 688 5 9.43 15,00 15.63 
6 1,76 90,45 6 t 0,180 682 6 1.76 20,45 20.63 
7 1,42 24,92 7 0,051 831 7 142 24,92 24,97 
Pe) 1,20 29,65 ~ 0.558 333 5 1.20 29.65 4G 9 
fer] 1,135 
Alle in der Tabelle XVI vorhandenen v.-Werte sind kleiner als 
Qu 0.870; dies bedeutet, daB abnorm groBe Fehler in unseren 


Messungen nicht vorkommen. Auch die Probe der .,.Vorzeichensumme ‘‘ 
2 fillt innerhalb der Grenzen \|8 2.83. Nur der nach dem 
Kriterium von Abbe erhaltene Wert 2.49 liegt auBerhalb der mittleren 
Fehlergrenze 1 > 0,35; das ist ein Zeichen, daB die Versuchsfehler einen 
gewissen ,,Gang‘ haben. 

Die Berechnung der Vergiftungskonstanten ergibt : T, 2.50 -- 0,26 
und ks . 31,91 0.55. Werden diese Werte in die Gleichung (11) 


tT: : To (11) 


eine andere Form der Vergiftungsyleichung (3)| eingefiihit. so kann 
man fiir alle verwendeten Kaliumchloridkonzentrationen die ent- 
sprechenden ,,Vergiftungszeiten* rechnerisch ermitteln (Tabelle XVII). 
Da die berechneten t-Werte mit den experimentell gefundenen be- 
friedigend iibereinstimmen, kann man den SchiufB ziehen, dab die 
Vergiftungsgleichung (3) mit den Ergebnissen der Versuche im Einklang 
steht. 


1 Vgl. diese Zeitschr. 312, 222—224, 1942. 
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Priifung der Diffusionsformel (4), 








Tabelle XVIII. Tabelle XIN. Tabelle XX 
, i t 
Versuch ; Versuch v, bs a Min M 
g Liter Min. sess g Liter get ber 
1 29,85 1,10 I 0,053 109 1 29,85 1,10 1,01 
2 14,72 1,95 2 ,172 942 2 14,72 1,95 2,12 
3 7,33 3,93 3 0,333 261 5 1,33 3,93 4,2¢ 
{ 3,61 8,02 0,636 427 | 3,61 8,02 8,66 
5 2,41 12,40 Hy) 0,566 681 i) 2,41 12,40 12,97 
» 1,76 17,45 6 0,305 512 6 1,76 17.45 17,76 
7 1,41 22,15 7 0,012 908 7 1,41 ee,to' | Balt 
s 1,18 27,20 8 0,767 203 8 1,18 27,25 26,4% 
vv 1,56. 


Die Krgebnisse des vierten Versuchs (Tabelle XVILL. vel. Ta 
belle XLV, Spalten 14 und 16) liefern fiir den Naherungswert der Kon 


stanten AK: - 28,95. Nach dem zweimaligen Ausgleich erhalt man 
OK 2.2985 und — 0.0010, [vv] == 1,55, K + 31,25, die v,;-Werte 
(Tabelle XTX), | 0.4707 und das ,,Gewicht* fiir 6 K: + 1.816 


Abnorm groBe Fenler kommen nicht vor (v,-Werte < 2 1); di 


Fehlerverteilung (nach dem Kriterium von Abbe und nach der Probe 
der Vorzeichensumme untersucht) zeigt einen gewissen Gang, welcher 


aber die Rechnungen kaum beeinfluBt. 

Die Berechnung der Konstanten K ergibt: K 1 31,25 -!- 0,35. 
Die nach der Forme! (10) berechneten t-Werte (Tabelle XX) stimmen 
mit den beobachteten Werten von t befriedigend iiberein. Dies bedeutet., 
da die Kaliumchloridpenetration durch die Cellophanmembran nach 
dem Gesetz von Fick erfolgt. 


Priifung der x-t-Beziehung (7). 


Man fiihrt die eben ermittelten Werte der Konstanten A + 31,25, 
ky ~- 31,91 und tT) = 2,50 in die Formel (7) ein und berechnet fiir alle 
experimentel! gefundenen Werte von ¢ (der Tabelle XVIII entnommen) 
die entsprechenden t-Werte (Tabelle XXI). Die befriedigende Uberein 
stimmung der berechneten und der beobachteten t-Werte bedeutet, 
daB die Beziehung (7) richtig ist und daB die Vergiftungsgleichung (3) 
eine besondere Form des Diffusionsgesetzes von Fick darstellt. 

Die Auswertung der mit Kaliumchlorid ausgefiihrten Versuche ist 
somit beendet. Die Giiltigkeit der Vergiftungsgleichungen (1), (2) und (3) 


und die Beziehung dieser Gleichungen zu dem Diffusionsgesetz von Fick 


sind dabei klar zutage getreten, in Ubereinstimmung mit den Ergeb- 
nissen, die wir im Falle der Untersuchung tiber die Oxalséurepenetration 
durch die Cellophanmembran erhalten haben. — Ahnliche Ergebnisse 
haben wir auch bei der Untersuchung der Permeabilitat der Cellophan- 
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Tabelle XXI 





t t t T 
Min. Min. Min Ver- Min Min 
gef beobagntet nach (7) such get. beobachtet 
lle XVILL) (Tabelle XV) ber. (Tabelle XVIII) (Tabelle X\ 


1,95 1,92 1.49 7,45 20,45 
3,93 6,73 6,51 22,15 24,92 
» r 


8,02 10,98 10,69 29,65 


1,10 4,05 3.62 12,40 15.00 
17,4 
] 





membran fiir andere Salze erhalten, es ware aber tiberfliissig. darauf 
naher einzugehen. Deshalb begniigen wir uns damit, an dieser Stelle 
ur Resultate der mit Kaliumbromid und der Cellophanmembran der 
<iinstlichen Kieme angeste!lten Versuche in Tabellen (vgl. Tabellen XXII 
md NXITT) anzugeben. Diese Versuche wurden in derselben Weise 
wie jene mit Kaliumehlorid ausgefiihrt, nur erfolgte die Titration der 
Silbernitratldsung unter der Verwendung von Natriumfluoresceinat 
Fayans) als Adsorptionsindikator. 

Tabelle XXII. Priifung der Ver- Tabelle XXIII. Priifung der Dit- 


tusionsformel (4) in denselben 
Versuchen 


ziftungsgleichung (3) an der 
Kaliumbromidpenetration 
durch die Cellophanmembran. wie in Tabelle XXII 


2,46; k, DY, K + 46,00. 


0 





t 
Versuch : Min 
ber 


0,96 
1,04 
3,83 


491 
13,34 
16,89 
21,38 
24,48 


6,08 
4,15 
3,12 
2,38 


2,04 


7,57 
11,08 
14,74 
19,33 


99 AD 


— 5 


Zusammenfassung, 
Die Giiltigkeit der Vergiftungsgleichungen (¢ — ¢9) (tT — Tp) ky, 
(¢ —¢p) tT = ky und c(t — tT) = kg, sowie die Anwendbarkeit der 
Diffusionsformel et = K wurden an der Kaliumchloridpenetration 
durch die Cellophanmembran der kiinstlichen Kieme bewiesen. Auch 
die nahe Beziehung, welche zwischen den genannten Vergiftungs- 
gleichungen und dem Diffusionsgesetz von Fick besteht, konnte dabei 


bestatigt werden. Diese Ergebnisse stimmen mit den bei der Unter- 
suchung der Oxalsaurepenetration durch die Cellophanmembran der 
kiinstlichen Kieme erhaltenen iiberein. Dadurch ist die Richtigkeit und 
die Anwendbarkeit der betreffenden Untersuchungsmethodik klar zum 
Vorschein getreten, 








Uber den Chemismus der Huminsiiurebildung 
unter physiologischen Bedingungen. 
Ill. Mitteilung'!: 

Die Abhingigkeit von Bildungsgeschwindigkeit, Eigenschaften und 
Zusammensetzung der aus Methylglyoxal und Glykokoll gebildeten 
Huminsiuren von verschiedenen Faktoren. 

Von 
Curt Enders. 

(Aus der Technischen Hochschule und Wissenschattlichen Station 
Brauerei, Miinchen.) 
(Eingegangen am 6, August 1912.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Fiir das Verstandnis der Huminsaurebi!dung, die nach den Dat 
legungen in der ersten Mitteilung (1) unter physiologischen Bedingungen 
zum mindesten zum Teil aus Methvlgivoxal und Aminosauren erfolgt 
erscheint es, nachdem inzwischen durch den Nachweis des Vorkommens 
von Methy'glyoxal in Béden (2) eine starke experimentelle Stiitze fii 
die Richtigkeit der urspriinglich lediglich aus reaktionskinetischen Uber 
legungen heraus eniwicke!ten Vorstellungen geschaffen wurde, nunmeht 
wiimschenswert, naheres iiber die Faktoren zu wissen, die die Konden 
sation des Methylglyoxa!s mit den Aminosauren im Boden beherrschen 
Insbesondere interessiert die Abhangigkeit der Bildungsgeschwindigkeit 
der Huminsauren aus diesen Komponenten von der Konzentration 
sowie von dem Mengenverhaltnis des Methylglvoxa!s zu der Aminosaure 
Nachdem die Priifung der Huminsaureeigenschaften der verschiedenen 
Melanoidine bisher nur an Praparaten durchgeftthrt wurde, die in sieden 
dem Wasserbad hergestellt wurden, muBte geklart werden, ob und unte1 
welchen Bedingungen man bei gew6hnlicher Temperatur aus Methy! 
glyoxal und Aminoverbindungen zu Kondensationsprodukten mit den 
typischen Huminsaureeigenschaften gelangt. Mehrere Beobachtungen 
deuteten darauf hin, dab die bei den natiirlichen Huminsauren bekannten 
verschiedenen Léslichkeitsstufen (Fulvosduren, Hymatomelansaure) 
eigentliche Huminsauren, Humuskohle) auch bei den in vitro het 
gestellten Melanoidinen auftreten und auf unterschiedlichen Konden- 
sationsgraden von Methylglyoxal-Aminosduren-Verharzungsprodukten 
bzw. dem Verha!tnis ihrer Bildungskomponenten beruhen. Aus der in 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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dieser Arbeit mitgeteilten Méglichkeit der Bi'dung der fal] baren Humin- 
siuren bei gew6hnlicher Temperatur in vitro geht hervor, daB dieser 
Kondensationsgrad mit der Zeit zunimmt. Bei héherer Temperatur 
tritt offenbar nur eine Beschleunigung dieser Kondensationsprozesse 
ein. Um die Abhangigkeit der Eigenschaften und der Zusammensetzung 
von Melanoidinen aus verschiedenen Methylglyoxal-Aminosauren- 
gemischen von dem Kondensationsgrad in experimentell geeigneten 
Zeiten zu untersuchen, wurden die Melanoidinlésungen verschieden lang 
auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. 


Abhingigkeit der Bildungsgeschwindigkeit yon dem Mengenverhiiltnis 
Methylglyoxal : Glykokoll, 


Die bisher in der Literatur iiber die Bildungsgeschwindigkeit von 
Melanoidin aus Zucker (Glucose) und Aminoséure (Glykokoll) vor- 
handenen Angaben schwanken auberordentlich und lassen kein einheit- 
liches Prinzip erkennen. Maillard (3) und auch Ruckdeschel (4) kamen 
mit einer nicht iiberzeugenden Versuchstechnik zu der Ergebnis, dab 
das giimstigste Mengenverhaltnis von Glykokoll zu Glucose 1:4 sei. 
Ambler (5) g'aubte, daB méglicherweise bis zu 10 Molekiile Glucose 
mit 1 Molekiil Glykokoll reagieren kénnen. 

Die Verharzung von Aceta'dehyd wird nach Fischer und Mar- 
schall (6) noch bei Anwesenheit von 1 Mol. Aminosiéure auf 10_ bis 
100 Mol. Acetaldehyd beschleunigt. 

Als Vorstufen der fallbaren Huminsaéuren treten wasser!dsliche, 
velbbraune Farbstoffe auf, die aus Methy!glyoxal und Glykokol! gebildet 
werden (siehe spiter). Aus der Intensitat dieser Farblésungen kann 
mithin auf die Bildungsgeschwindigkeit der Huminsiiuren gesch'ossen 
werden. 

Die Bestimmung der Farbintensitaét wurde durch Absorptions- 
messung im Lange-Kolorimeter durchgefiihrt. 

Bei konstantem Glykokoligehalt nimmt die Huminsaurebildung mit 
steigenden Methylglvoxa!'mengen bis zu einer Methy!glvoxalkonzen- 
bei pu 5.9 zu. 


tration der Lésung von 10% 


Oo 


Tabelle I. 


g% Methylglvoxal ......... 1 2,5 9 4,0 10 20 
WU CR MOROLE. Clee ee 20 =—-20 20 20 20) 20 
0, Lichtabsorption ......... 65 70 80 81 83 83 


Die Ansatze wurden in je 10 cem eines 0,5 mol. Citratpuffers vom 
Pu 5.95 angesetzt und nach 18stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 
das Absorptionsvermégen lichtelektrisch ermitte!t. 





C. Enders: 


Bei konstantem Methyiglyoxalgehalt findet eime um so. starke 
Bildung der braunen Farbstoffe statt, je mehr Glykokol] in der Lésun, 
anwesend ist, wie folgender Versuch mit Citratpuffer von gx 6.1 und 
achttagigem Stehen der Ansitze bei Zimmertemperatur zeigt : 


Tabelle LI. 
Arbeitsweise wie oben. Der verwendete Citratpufter hatte einen py-W: 
von 6,1. 


2% Methylglyoxal 
¢9 Glvkokoll 


© Lichtabsorption . ; 26 «©68~=O8il 

Aus einem weiteren in Citratpuffer von py 7,05 durchgeftihrte: 
Versuch (Tabelle ILL), ber dem die Lésungen 4 Tage bei Zimme1 
temperatur standen, ist zu entnehmen, daB die Farbstoffbildung in 
dieser Zeit mit steigenden Glykokollmengen solange zunimmt, bis di: 
Lésung an Glykokoll gesattigt ist. Dies ist bei einem Glykokoll]gehalt 
von etwa 20% der Fall. 

Tabelle IIT. 


o Methylglyoxal « eo ee l l 
2% Glykokoll ee a 0,1 0,5 l 


gO 


°. Lichtabsorption ean 3 10 920 

Die py-Werte erfahren innerhalb dieser Zeit nur eine geringfiigig« 
Abnahme (maximal 0.8 Einheiten). 

Nach der starken Abhangigkeit der Farbstoffbildung von det 
Glykokollkonzentration beruht die Beschleunigung der Verharzung von 
Methylglyoxal, und sicher auch von anderen Carbonylverbindungen 


wie z. B. Acetaldehyd, auf eincr unmittelbaren, nicht katalytischen 


Beteiligung der Aminoséuren an dem VerharzungsprozeB, wobei die 
Aminoverbindungen verschwinden und durch Einbau in das Verharzungs- 
produkt zu dessen Stickstoffgehalt fithren. Die gréBte Bildungsgeschwin 
digkeit der Huminsauren kommt also einer Lésung mit einem Gehalt 
von 10% Methylglyoxal und 20% Glykokoll zu, 
Abhangigkeit der Bildungszeit von der Konzentration der wiisserigen 
Lésung, 


Im Hinblick auf die Bildung der natiirlichen Huminsauren aus 
mikrobiell gebildetem Methyvliglyoxal und Aminoverbindungen im Boden 
interessiert die Abhangigkeit der Bildungszeit der braunen Farbstoffe. 
die als Vorstufen der fallbaren Huminsaéuren angesprochen werden, 
von der Absolutkonzentration an Methylglyoxal und Glykokoll in der 
wiisserigen Lésung, bei einem jeweils konstanten Verhaltnis von Methyl- 
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arker elvoxal zu Glvkokoll. Die Versuche wurden mit Lésungen, in denen das 
_ . 5 . ' ' : 

sOSUNY Verhaltnis Methviglvoxal : Glykokol! 4:1 sowie 20: 1 betrug, in m/10- 
1 und Citratpufferlésungen bei Zimmertemperatur durchgeftihrt. Es wurden 


die Zeiten bestimmt, die verstreichen, bis die Losungen Farbintensitaten 
erreicht haben, die derjenigen einer Losung von 0.05 g Acidum huminicum 
) 


Werck in 100 cem Wasser und 3 Tropfen 33 Ojiger Natronlauge, mit der 


Lichtabsorption von 92% und dem py von 8,9 entsprechen. 


Tabelle IV. 


Methylglyoxal : Glykokoll 


g% Methylglyoxal ... ne 2,6 

g¥% Glvkokoll ..... -ese O26 6 
hrtes Py nach | Std. 
nme Tag 

age 

ng i 
is dis Tabelle V. 
rehalt Methylglvoxal : Glykokoll 


g%, Methylglyoxal ......... O25 
29%, Glykokoll 3 
Py nach 1 Std.... 


MOOR 255.305 5s D4 ,t IS Std. 


Die aus Tabellen LV und V zu entnehmenden Gesetzmabigkeiten 

J . ‘ . » ‘ - “ 
stehen in Ubereinstimmung mit den oben aufgezeigten. Unter Aufrecht- 
erhaltung desselben Mengenverhaltnisses Methyvlglvoxal : Glykokoll steigt 


die Bildungsgeschwindigkeit mit der Gesamtkonzentration ae. Fiir das 


det pe ana 
vor Verhaltnis Methylglvoxal : Glykokoll #: 1 gilt annahernd die Be- 
Th ‘ 
ziehung : 
igen 
chen Konzentration ° Methylglyoxal — Konzentration % Glykokoll 


die < Bildungszeit in Tagen konstant, 


ngs- - ay , , , 
wahrend fiir das Verhaltnis Methviglvoxal : Glykokoll 1:20 eine 


= einfache GesetzmaBigkeit nicht zu erkennen ist. Jedoch wird dieselbe 
= Farbintensitat bei gleicher Gesamtkonzentration der Lésung um so 
schneller erreicht, je mehr Methylglvoxal sie enthalt. Diese bevorzugte 
Xolle des Methvliglyoxals als Farbstoffbildner gegeniiber dem Glykokol] 
macht sich bei Gesamtkonzentrationen der Lésung tiber 15° nicht 
mehr, bei solechen unter 15° in steigendem Mae bemerkbar, wobei 
jedoch der Methylglvoxalgehalt als begrenzender Faktor in Erscheimung 
tritt, d. h. da8 fiir einen bestimmten Methylglvoxalgehalt durch steigende 
Mengen an Glykokoll die Erreichung einer bestimmten, ihm entsprechen- 
den Farbstufe zwar beschleunigt, aber nicht erhéht werden kann. Dem 
entspricht, daB unter extremen Bedingungen aus Methylglvoxal, jedoch 
nicht aus Aminosduren allein, Huminsauren erhalten werden kénnen. 





C. Enders: 


Fir die Bildung der Huminsauren im Boden ergeben sich aus dies 
CGesetzmaBigkeiten wertvolle Aufschliisse : 


Die braunen, wasserléslichen Kondensationsprodukte aus Methy 
gvlyoxal und Aminosduren, die die Huminsaurebi!dung einleiten, ent 
stehen nur in wasserigem Medium. Fiir die Huminsaurebildung ist als: 
Wasser Voraussetzung. L[hre Bildung erfolgt um so schneller, je mel 


Aminosduren zugegen sind und je konzentrierter die Lésung ist. Nach 
dem die Farbstoffentwicklung schon bei sehr geringen Methylg!voxa 


mengen von 0,1° eintritt, wird die Huminsaurebildung im Beder 
besonders in den methyvlglvoxalreichsten Zonen um die Mikroorganisme) 
herum, offenbar dauernd in geringem Mage und im Laufe grébere: 
Zeitraume stattfinden. Auf die Bedeutung von Konzentrationsuntet 
schieden fiir die Huminsaurebildung im Boden hat schon Saverlandt (7 
hingewiesen. Entscheidend fiir die Huminsaurebildung diirften aber dic 
klimatisch sowie jahreszeitlich bedingten Ubergange der Béden von 
nassen bzw. feuchten in den trockenen Zustand sein, da bei ihnen dis 
fiir die rasche Huminsaurebildung férderlichen Konzentrationserhé 
hungen durchschritten werden. Hautige Bewasserung diirfte, fals dis 
Huminsaurebildungskomponenten Methylglvoxal und Aminoverbin 
dungen bereits voriiegen, dagegen die Huminsaurebi’dung im Bode 
ungiinstig beeinflussen, da sie sowohl die niedermoleku’aren Ausgangs 
stoffe als auch deren wasser'6sliche, nicht fixierte Kondensations 
predukte wegschwemmen bzw. durch Konzentrationsverringerunge! 
die Geschwindigke:t der Huminsaurebi'dung herabsetzen kann 

Bildung von echten, d. h, siiurefillbaren und salzhbildenden Huminsiiuren 

hej natiirlicher Temperatur, 

Nach jetziger Kenntnis (8) unterscheiden sich die verschiedenet 
zu den Humusstoffen zu rechnenden, ge!bbraun bis schwarz gefarbten 
Koérper durch ihre Léslichkeit in Alkalien, Alkohol, Wasser und Acety 
bromid, sowie ihre Fallbarkeit durch Sauren und ihr Vermégen. mit Erd- 
alkali- und Schwermetallsalzen wasserun!6sliche Salze zu liefern. Ohne 
zunachst auf die mehr oder minder gezwungene K!assifizierung dieser 
Koérper einzugehen, sei nur erwahnt, dali man besonders denjenigen 
echten Huminsauren* eine Bedeutung fiir die Frucht barkeit des Bodens 
zuschreibt, die teilweise oder ganz wasser!6s ich, jedoch alkoho!un!éslich 
und durch Sauren und Erdalkali sowie Schwermetal!sa!ze aus ihre 
Lésungen fallbar sind. 

Nach Versuchen von Sawerlandt (7), bei denen jedoch die py-Ver- 
haltnisse nicht besonders beriicksichtigt wurden, ist es nicht médglich 
bei gew6hnlicher Temperatur in verhaltnismaBig kurzer Zeit flockbare 
Humusstoffe aus Monosen mit Aminosaéuren, Harnstoff oder Ammoniak 
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i erhalten. Die giinstigste Temperatur fiir die Darstellung derartiger 
Humusstoffe wurde bei 50 bis 60° gefunden. 

Solche .,echten Huminsaiuren’’ ké6nnen aber aus Methylglvoxal 
und Aminosiuren schon bei gew6hnlicher Temperatur in wasseriger 
Losung gebildet werden. 5g Methvighvoxal und 5 ¢ Glykokoll wurden 
n 40 com Wasser gelést. Die Lésung beginnt sich sofort gelb zu farben 
ind ist nach 24 Stunden tief braun gefarbt. Das Produkt ist in Alkohol 
nur teilweise l6slich. Auf Zusatz von Sauren oder Erdalkali- und Schwer- 
metallsalzen scheidet sich kein Niederschlag aus. Auch nach mehr- 
wochigem Aufbewahren in geschlossenem Gefab bei 20°C entstehen 
keine fallbaren Verharzungsprodukte. Wenn man aber die Lésung in 
einem offenen GetaiB am Sonnenlicht stehen lat, so da das Wasser 
verdunsten kann (wobei maximal eine Temperatur von 45° gemessen 
wurde) und diese Verdunstung jeweils nach dem Auflésen des Trocken- 
riickstandes in destilliertem Wasser zum urspriinglichen Volumen 
wiederholt, so kann schon nach 24 Stunden aus der L6sung sowohl mit 
Eisenchlorid als auch mit Salzsaure ein flockiger Niederschlag ausgefallt 
werden, Nach nochmaliger Wiederholung des Vorgangs kann aus der 
wiederum auf das Anfanysvolumen aufgefiillten Lésung die Huminsaéure 
uch mit Kupfersulfat und Calciumchlorid ausgefallt werden. Fiir den 
Ubergang der urspriinglich weder séure- noch salzfallbaren Stufe zu 
diesen faillbaren K6rpern ist offenbar das Verweilen der Huminsaure- 
l6sunyg bei hohen Konzentrationen, die beim langsamen Verdunsten des 
Wassers durchschritten werden, besonders vorteilhaft. Zur genaueren 
Ermittlung der Abhangigkeit der Ausbi'dung der fallbaren Huminsiuren 


von der Konzentration an Methylglvoxal und Glyvkoko!l, sowie von der 


Temperatur, wurden folgende Versuche yleichzeitig bei 20, 37, 60 und 


Looe C angesetzt. 
Tabelle VI. 





r Methylglyexal zr Gl ) cem Wi: 


1,25 4 100 
1,25 a 50 
1,25 ont 10 
1,25 2: 6,2 
Die hochkonzentrierten Ansaitze 3 und 4 waren nach zweistiindigem 
Verweilen im siedenden Wasserbad saurefallbar. Die Vallungen lésten sich 
beim Verdiinnen mit Wasser wieder auf. Nach 5 Tagen war die Sdure- 
fallung auch bei Verdiinnen mit viel Wasser unléslich. Die entsprechende 
Saurefallung von Versuch 4 blieb nur bei maBigem Verdiinnen mit Wasser 
unléslich. Bei starkerer Verdiinnung léste sie sich auf. Bei zu hohen Kon- 
zentrationen an Methylglyoxal und Glykokoll wird die Ausbildung der 
fallbaren Huminsaéuren anscheinend etwas gehemmt. Der Ansatz 3 wal 
nach fiinftagigem Stehen bei 60° saurefallbar; nach 6 Tagen blieb die Saure- 
fallung bei starkem Verdiinnen mit Wasser unléslich. Versuch 4 lieferte 





30S C, Enders: 


nach sechstagigem Stehen bei 60° saurefallbare Produkte, die in viel Wass: 
unléshch waren. Die bei 37°C und bei 20°C angestellten Konzentration 
reihen zeigten nach 6 Tagen bei keiner Konzentration Ausflockung n 
Salzsiure. Die Versuche 1 und 2 ergaben nach sechstagigem Verweil: 
bet 60 und 100°C keine salzsiurefaillbaren Kérper. 


. . . > . . . . 
Aus diesen Befunden geht in Ubereinstimmung mit den obig« 
Fescstellungen, wie zu erwarten war, hervor, daB auch die Bildung ck 


echten, fallbaren Huminsiuren von der Konzentration des Methy 


glvoxals und Glykokolls und von der einwirkenden Temperatur al 
hangig ist. 


Die Ausbildung der echten, fallbaren Huminsauren wurde bei dé 
hohen Methylglyoxal-Glykokoll-Konzentration von je 12,4°) bei 64 
bereits in 6 Tagen festgestellt. Der durch die schon bei 26° C zu beot 
achtende Braunfarbung eingeleitete MelanoidinbildungsprozeB aus 
Methylglyoxal und Glykekoll muB bei niedrigeren Temperaturen a|s 
60°C folglich die Ausbildung der fallbaren Huminsaéuren in um so 
langerer Zeit zur Folge haben, je tiefer die Temperatur liegt, falls es be 
diesen tiberhaupt zur Bildung dieser hohen Konzentrationen kommt 
Obwohl die Bildung der fallbaren Huminsauren bei 20° C und 37° C be 
geeigneten hohen Konzentrationen in, der Temperaturabhangigkeit de: 
Melanoidinreaktion entsprechend, im Verhaltnis sehr langen Zeiten mit 
Sicherheit zu erwarten ist, nachdem die Ausbildung der echten Humin 
sauren als eine bestimmte Phase der kontinuierlich im Sinne eine: 
Kondensations- und Dispersitétsgraderhéhung bzw. Inkohlung auch be 
20° C fortschreitenden Melanoidinreaktion aufgefaBt werden muB, sind 
diesbezitigliche Versuche noch im Gange*. Bei der groBen praktischen 
Bedeutung, die dem Ubergang der Huminsauren in ihre durch Elektro 
lvte fallbaren Formen, als der landwirtschaftlich wohl wichtigsten Phas: 
der Melanoidinreaktion, zukommt, sind zah'enmaBige Angaben vor 
besonderem Interesse, da sie eine Beurteilung des Klimaeinflusses fii 


Wahrend der Drucklegung wurde noch festgestellt : Bei 37°C wurd 
in den An-atzen 3 und 4 nach 20 Tagen Fallbarkeit durch Chlorwasser, 
Fe Cl,, CuSO, und CaCl, nach 38 Tagen durch HCl festgestellt, 

Bei 20°C trat bei dem Versuchsansatz 4 mit der héchsten Konzentratio1 
die Fallbarkeit durch FeCl, nach 20 Tagen, durch CuSO, nach 34 Tage: 
und durch CaCl, und Chlorwasser nach 52 Tagen ein. Nach 90 Tage: 
war eine Fallbarkeit durch HCl noch nicht zu beobachten, Bei dem Ver 
suchsansatz 3 mit geringerer Methylglyoxal-Glykokoll-Konzentration wurd: 
die Fallbarkeit durch FeCl, ebenfalls nach 20 Tagen, diejenige dure] 
CuSO, jedoch erst nach 47, die durch CaCl, nach 61 und die Chlo1 
wasserfallbarkeit erst nach 64 Tagen beobachtet. Auch bei dieser Konzen- 
tration trat nach 90tagiger Versuchsdauer noch keine H Cl-Fallbarkeit auf. 

Damit ist der experimentelle Beweis fiir die oben ausgesprochen: 
Folgerung erbracht, da die Bildung von Kondensationsprodukten aus 
Methyiglyoxal und Glykokoll mit den Eigenschaften der echten Humin- 
saéuren in der Tat auch bei 37° bzw. 20°C erfolgen kann, 
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die Bildung der stabilen Huminsauren und folglich der Bodenfrucht bar- 
keit, insoweit sie von dem Gehalt des Bodens an stabilen Huminsauren 
bestimmt wird, ermdglichen. 

Die nach kurzem Verweilen in hochkonzentriertem Zustand zunachst 
entstehenden, durch Saure fallbaren und salzbildenden Produkte zeigen, 
wie bereits bemerkt, diese Eigenschaft nur in den konzentrierten L6- 
sungen, dagegen nicht in stark verdiinntem Zustand, bzw. die aus den 
konzentrierten Lésungen erha'tenen Niederschlage lésen sich beim 
starken Verdiinnen wieder auf. Wird die Huminsdure jedoch langere 
Zeit in diesem hochkonzentrierten Zustande aufbewahrt, oder, in An- 
lehnung an die in der Natur stattfindenden Vorgange, wie oben angefiihrt, 
mehrmals bei Temperaturen, wie sie im Boden auftreten kénnen, zur 
Trockene eingedunstet und wieder aufgenommen, oder schlieBlich, wie 
spater ausgeftihrt wird, in verhaltnismaBig niederen Konzentrationen 
vekocht, dann entstehen Produkte, deren Fallbarkeit auch beim starken 
Verdiinnen der falibar gewordenen Lésung erhalten bleibt und welche, 
wie Acidum huminicum Merck, auch in vie! Wasser nicht léslich werden. 
Die zunachst konzentrationsabhangige Séure- und Salzfallbarkeit 
verliert also mit der Zeit ihre Konzentrationsabhangigkeit. Die Bildung 
der fallbaren Produkte beruht also offenbar auf einer, durch Konzen- 
trationssteigerung bedingten, Erhéhung des Kondensationsgrades oder 
emer Dispersitatsgrad-Verminderung des ursprimglich nicht fallbaren 
wasserlésiichen Melanoidins aus Methylglyoxal und Glykokoll. 

Die Konzentrationsabhangigkeit der Léslichkeit der Schwermetall- 
und Erdalkalisalze, sowie der Saurefallbarkeit der bei der Me!anoidin- 
reaktion zuerst entstehenden Produkte ist offenbar darauf zuriick- 
zufiihren, daB diese Produkte sehr schwache Saurenatur besitzen, ihre 
Salze dementsprechend leicht hydrolvsieren und die Flockung der 
freien Huminsaduren durch Sauren folglich nur bei hoher Wasserstoff- 
ionenkonzentration stattfindet. Die Unabhangigkeit der Saure- und 
Salzfallbarkeit der durch langeres Verweilen hochkonzentrierten Humin- 
siurelésungen bei gewOhnlicher Temperatur, sowie der durch Kochen 
von Huminsaurelésungen erhaltenen Produkte von der Konzentiation 
ihrer Lésungen ware sinngemaB dadurch zu erkliren, daB der Konden- 
sationsgrad bei gew6éhnlicher Temperatur in hochkonzentrierten 
Lésungen, bei 100° auch in verdiinnten Loésungen, dauernd zunimmt 
unter gleichzeitiger Erhéhung des sauren Charakters der Konden- 
sationsprodukte. 

In der I. Mitteilung (9) wurde bereits darauf hingewiesen, daB auch 
Acetaldehyd, mit etwa derselben Geschwindigkeit wie Methylglvoxal, 
mit Aminosiuren zu dunkelbraunen Kondensationsprodukten fihrt, 
daB jedoch diese Melanoidine die charakteristischen Eigenschaften der 
Huminsauren nicht besitzen. Der iiberraschende Ubergang der Konden- 
sationsprodukte von Methylglyoxal und Glykokoll von den nichtfall- 
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baren zu den fallbaren Stufen mit den Eigenschaften ..echter Humi) 


sauren” lief es ratsam erscheinen zu priifen, ob bei den Acetaldehyd 
Givkokoll-Verharzungsprodukten, mdédglicherweise durch wiederholtes 
Kindunsten, ebenfalls diese Huminséureeigenschaften auftreten. Zu 
gleich mit neuen Verdunstungsansétzen von Methvlglvoxal-Glykoko| 
Losungen wurden daher solche mit 5g Acetaldehyd und 5g Glykoko 
in 40 ccm Wasser angesetzt. Lm zu vermeiden, daf der Acetaldehyd 
sich verfliichtigt |, ehe er mit Glvkokol]l reagiert, wurden diese Versuc] 
zunachst 48 Stunden in geschlossenen K6élbchen aufbewahrt. Nac! 
dieser Zeit waren auch die Acetaldehyd-Glykokoll-Lésungen tiefbraun 
gefarbt. Durch dreimaliges Verdunstenlassen und Wiederlésen de: 
braunen Riickstande in destilliertem Wasser erhielten die aus Methy!- 
givoxal und Glykokoll hergestellten braunen Lésungen wiederum di 
oben geschilderten Huminsaureeigenschaften. Das tiefbraune Reaktions 
produkt aus Acetaldehvd und Glykokoll wies die ,,echte Huminsaéuren 
kennzeichnende Fallbarkeit durch Sauren und Salze der Erdalkalien 
und Schwermetalle nicht auf. 

DaB es sich bei den bei gewOhnlicher Temperatur erhaltenen saure 
und salzfallbaren Me!anoidinen aus Methylglvoxal und Glykokol! in der 
Tat um Huminsduren handelt, geht weiterhin aus ihrer Zusammen 
setzung hervor. 

Die durch mehrmaliges Einengen und Wiederlésen bei gewéhnliche: 
Temperatur erhaltenen Reaktionsprodukte aus Methylglyoxal und Glyko 
koll (1: 1) wurden durch Ansauern mit einigen Tropfen konz. Schwefelsiur 
ausgeflockt und nach wiederholtem Waschen mit wenig destilliertem Wasser 
im Hoehvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und analysiert. 

C H N S 
61,28% 5,74% 6,72% 1,33% 

Nach Abzug der adsorbierten Schwefelsaure ergibt sich daraus folgend 
Elementarzusammensetzung: 

' Cc H N 


64,22° 6,06°, 7,04°, 


oO 


Die Werte entsprechen denjenigen echter Huminsauren (10). 

Die hier mitgeteilte Bildung von echten Huminsiuren aus Methy! 
glyoxal und Glykokoll unter physiclogischen Bedingungen, namlich det 
Aciditat und Temperatur, wie sie im Boden vorkommen, diirfte, zu 
sammen mit den vorhergehenden Mitteilungen (11), die Richtigkeit det 
von uns vertretenen Vorstellungen tiber die Bildung der Huminsauren 
im Ackerboden beweisen; denn es ist unseres Wissens bisher noch nicht 


' Die Fliichtigkeit des Acetaldehyds war die Ursache, daB in den ersten 
orientierenden Versuchen iiber die Bildungsgeschwindigkeit von Melanoidin 
aus verschiedenen Aldehyden (11) die Reaktion-geschwindigkeit des Acet- 
aldehvds geringer als die von Glyoxal und Diacetyl gefunden wurde. 
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velungen, aus anderen Komponenten unter diesen, bei den natiirlichen 
Humifizierungsvorgingen herrschenden Bedingungen echte Humin- 
siuren zu gewinnen. 

Der experimentelle Befund, da® die urspriinglich nicht fallbaren, 
wasserléslichen Methylglyoxal-Glykokoll- Kondensationsprodukte, ent- 
sprechend einem temperatur- und konzentrationsabhangigen Konden- 
<ationsprozeB, durch Uberfiihren und Verweilen in hochkonzentrierten 
Losungen, bzw. unter dem EinfluB erhéhter Temperatur, die fiir ,.echte 
Huminsauren’* kennzeichnenden Eigenschaften erlangen, erklart zweife! - 
los auch die langst bekannte Tatsache, daB die Huminsaurebildung be- 
sonders dann in der Natur beobachtet wird, wenn tppige Vegetation 
in gut bewdsserten Béden und hohe Temperaturen, die zur Austrocknung 
der Béden fithren, einander abwechse!n. 

Schon von Liehig (12) wurde dieses beobachtet: ..Die Winterkalte 
und Sommerhitze rauben mithin der reinen Huminséure ihre Auf- 
loslichkeit .. “‘. Auch die Tatsache, daB die humusreichsten Gegenden 
der Erde in Zonen fiegen (schwarze Erde der Ukraine, Agypten usw.), 
in denen extreme Temperaturen und hohe Bodenfeuchtigkeiten einander 
abwechseln, findet wenigstens zum Teil durch den oben mitgeteilten 
Befund eine Erklarung. 

Die beim HeiBgarverfahren nach Arantz (13) auftretenden bakteriell 
erzeugten hohen Temperaturen sind woh] ebenfails dafiir verantwortlich 


zu machen, daB es nach diesem nach Ansicht hervorragender Fach- 
velehrter besten Verfahren zur biologischen Humusanreicherung 


velingt, die gebildeten wasserléslichen Huminsauren in fillbare Produkte 
iiberzufiithren und somit die Voraussetzung zu schaffen, dal sie dem 
Stallmist bzw. dem Boden erhalten bleiben. 

Die wiederho!te Austrocknung und Bewasserung ist aber nicht nur 
von Bedeutung fiir die, nach den in dieser Arbeit mitgetei!ten Ergeb- 
nissen als Voraussetzung fiir eine rasche Huminsaurebi!dung notwendig 
erkannte, Konzentrierung der Humusbildner (Methy!glvoxal und Amino- 
sduren) im Boden, sowie die Erlangung der echten Huminsaureeigen- 
schaften der aus diesen Huminsaurebildnern entstandenen, nicht fall- 
baren, ersten Kondensationsstuten, sondern dartiber hinaus von ent- 
scheidendem EinfluB auf die Entstehung dieser Humusbildner durch die 
Mikrocrganismen des Bodens. Dariiber wird demniachst naheres be- 
richtet werden. 


Abhingigkeit der Eigenschaften und der Zusammensetzung der aus 
Methylglyoxal und Glykokell gebildeten Huminsiiuren von dem Mengen- 
verhaltnis Methylglyoxal: Glykokoll. 


Aus der Bildung der fallbaren Kondensationsprodukte von Methy]- 


styoxal und Glykokoll aus ihren nicht fallbaren Vorstufen bei natiirlichen 
Temperaturen ist zu entnehmen, daB beim Erhitzen der Methylglvoxal- 
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Glykokoll-Lésungen auf dem siedenden Wasserbad, wodurch ebenfail- 
die Bildung fallbarer Kondensationsprodukte, aber in kiirzerer Zeit als 
bei gewOhnlicher Temperatur erfolgt, sich im wesentlichen diesel ben 
jedoch entsprechend der Steigerung der Reaktionsgeschwindigkei: 
durch Temperaturerhéhung bedeutend beschleunigten Vorgange ab 
spielen, die bei gew6hnlicher Temperatur nur sehr !angsam ablaufen 
Es ist daher berechtigt, den EinfluB des Verhiltnisses von Methy! 
glyoxal zu Glykokoll auf Eigenschaften und Elementarzusammen- 
setzung der Methylglyoxal-Glykokoll-Kondensationsprodukte an solchet 
Praparaten zu studieren, die durch Kochen der Methylglyoxal-Glykoko!| 
Lésungen auf dem siedenden Wasserbad hergestellt wurden. Die darau- 
gewonnenen Erkenntnisse kénnen unter Beriicksichtigung der gerin 


geren Reaktionsgeschwindigkeit bei natiirlichen Bedingungen, wie sie 


im Boden vorliegen, mit gewissen Kinschrankungen auf die Vorgang: 
in der Natur umgelegt werden. 

Der Einfluf der Zeit auf die Léslichkeit der Huminsduren und ihre 
Llementarzusammensetzung wurde in der Weise verfo!gt, daB jeweils 
3g Methylglvoxal und 3g Glykokoll in 20 cem Wasser gelést und ver- 
schieden lang im Olbad von 150° am RiickfluBkiihler gekocht wurden. 
Nach den in der Tabelle VII angegebenen Zeiten wurden die allenfalls 
gebildeten, unléslichen Huminsauren durch Filtration von der erkalteten 
Reaktionslésung abgetrennt, so lange mit kaltem Wasser gewaschen 
bis das Filtrat farblos lief, und nach 12stiindiger Trocknung im Vakuum 
bei 40°C staubtrocken gewogen und analysiert. 


Tabelle VII. 





. : ®, unlésliche Humin- Elementarzuss ensetzung 
Reaktionszeit ink ane imin Elementarzusammensetzun 
; nach der Reaktion ( H N 
0,5 0,12 59,13 5,12 5,25 
1 0,92 59,23 5,50 6,35 
3 1,23 = 
6 1,99 60,72 5,46 6,81 
u 4,19 60,25 5,00 6,30 
18 5,07 60,27 5,29 6,51 
36 5,73 60,15 4,75 7,10 
70 6,12 61,03 5,12 7,18 


Mit langerer Reaktionszeit nimmt offenbar der Kondensationsyrad 
der Methylglvoxal-Glykokoll-Kondensationsprodukte und damit die 
Menge der gebildeten wasserunléslichen Huminsauren dauernd zu. Die 
Wasserléslichkeit der Huminsauren ist um so geringer, je hoher iht 
Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt ist. Die Zunahme im Kohlenstoff- 
und Stickstoffgehalt und des unléslichen Huminsaureanteils beim Kochen 
der Methylglyoxal-Glykokoll-Lésungen entspricht der bei trockener 
Inkohlung von Standard-Melanoidin beobachteten Kohlenstoff- und 
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Stickstoffanreicherung. Wie dort, so deutet auch hier die Konstanz der 
H-Werte darauf hin, daB an der auch fiir die Bildung der unléslichen 
Huminsauren verantwortlichen Kondensationsgraderhéhung Decarboxy- 
lierungen mabgeblich beteiligt sind. Wie spater ausgefiihrt, ist es ins- 
besondere bei geringen Glykokollmengen méglich, aus Methylglyoxal- 
Glykokoll-Lésungen bei Zimmertemperatur wasserunlésliche Humin- 
siiuren zu erhalten. Bei der Ubereinstimmung, die zwischen den in 
kurzen Zeiten bei 100°C und den in langeren Zeiten bei Zimmertem- 
peratur, bzw. unter den in der Natur auftretenden Temperaturverhalt - 
nissen aus Methylglyoxal und Glykokoll erhaltenen Huminsauren 
bestehen, ist es unzweifelhaft, daB Huminséuren verschiedener Un- 
léslichkeitsgrade in der Natur aus Methylglyoxal und Aminosauren 
durch sehr langdauernde und weitgehende, besonders bei natiir- 
lichen hohen Temperaturen (Sonnenbestrahlung, mikrobiell erzeugte 
Warme u.a@.) ablaufende Kondensationsprozesse entstehen. Die beim 
I8stiindigen Kochen erhaltenen, wasserunléslichen Huminsauren sind 
schwer, diejenigen aus den Versuchen mit langeren Kochzeiten zum Teil 
ganz alkaliunléslich. Es darf angenommen werden, dal} diese. den 
.Huminkohlen“ entsprechenden Produkte unter den oben erwahnten 
nattirlichen Bedingungen in der Natur entstehen. Die von Sauerlandt (7) 
erwahnten huminkohledéhnlichen Produkte, die auf der Sohle von Hof- 
diingerstatten gefunden werden k6nnen, sind solehe Koérper. Dal an 
der Bildung dieser .,Huminkohlen‘‘ durch Koagulieren der wasser- 
léslichen Kondensationsprodukte auBer dem Temperatureinflub noch 
andere, kolloidchemische Effekte, wie freiwillige Dispersitatsyrad- 
verringerung im Laufe der Zeit, Instabilisierung durch Elektrolyte 
(insbesondere zu ,,Humaten‘‘, Erdalkali-, Sechwermetall- und Silicium- 
salzen), Adsorptions- und Dehydrationsvorgange, die durch andere 
Kolloide des Bodens ausgelést werden usw. beteiligt sind, ist angesichts 
der komplizierten Zusammensetzung der Béden sehr wabhrscheinlich. 
Es wird Aufgabe der Kolloidchemie sein. in diese Verhaltnisse Licht zu 
bringen, deren Studium nunmehr an definierten, unter physiologischen 
Bedingungen synthetisierten Kondensationsprodukten von Methy!- 
yivoxal und Aminosiuren auf einer wesentlich sichereren Basis, 
als es bisher mit den aus Béden gewonnenen mehr oder weniger 
verunreinigten ,, Huminsaiurepraparaten‘‘ der Fall war, méglich zu sein 
scheint. 

Der Einflup des Methylglyoxal-Glykokoll-Verhdlinisses auf Bigen- 
schaften und Zusammensetzung der Huminsduren wurde an den Reaktions- 
produkten studiert, die nach 9stiindigem Kochen der Methylglyoxal- 
Glykokoll-Lésungen im Olbad von 156°C resultierten. Die dabei ent- 
standenen wasserunléslichen Huminséiuren und die von denselben 
durch Zentrifugation befreiten Huminsaiurelésungen wurden getrennt 
untersucht. 


24* 
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Tabelle VILL. Zusammensetzung und Ejigenschaften de 
Erhitzen im Olbad von 150°C erhaltenen wasserunloésliche:, } 





Wasserunlésliche Huminséiuren 


vo , Me Elementarzusammen- 
Methyl- @iykokoll 


- : | oe J setzung der unlés- Léslichkeit in Unlislic 
glyoxal in der unlostiche lichen Huminsiiure keit i 
in der Lésung Huminsiure 7 Seed 
Lésung nach der H«O |Alkoh n/10 } wt 
a teed . , é % . om 
Reaktion ( H N hei8 | heiB Ather Na OH 
3 30 50,04 * 6,30 11,39 91,35 
10 23 O,15 
16,5 16,5 1,19 60,25 15,0 6,30); + i 92,2 
2% 10 7,38 ; +++, 888 
30 3 6,36 62,49 (4,79, 1,78 t 1 ++4 ++4 17,4 


* Da bei dem Verhaltnis Methylglyoxal : Glykokoll 1: 10 kein unléslicher Niederschlag nac! 
dem Kochen in der Lésung enthalten war, wurde der durch Fiillung mit Salzsiure aus der Reaktious 
lisung erhaltene Niederschlag nach Waschen mit wenig Wasser analysiert: C 45,49°,, H 5,73‘ 
N 10,35%, C1 8,86%. Unter der Annahme, daG der Cl-Gehalt adsorbierter HCl entspricht, ergibt 
sich fiir diese Huminsiiure die in der Tabelle angegebene Zusammensetzung. 


Wie aus den in Tabelle VIII wiedergegebenen Versuchsergebnissen 
entnommen werden kann, werden Zusammensetzung und Eigenschatten 
der Huminsauren in eindeutiger und gesetzmabiger Weise von dem 
Verhaltnis der vor Reaktionsbeginn vorliegenden Mengen an Methy! 
elvoxal und Glykokoll beeinfluBt. 

Die Tendenz zur Bildung wasserunlislicher Huminsduren ist um so 
vroRer, je geringer die Menge der Aminoverbindungen ist, die mit dem 
Carbonylkérper in Reaktion treten kann. Wenn das Verhaltnis Methy!- 
glvoxal : Glvkokoll den Wert 2,3 iiberschreitet, nimmt die Menge an 
unléslichen Huminsauren wieder ab. Es besteht also fiir die Bildung 
unléslicher Huminsiéuren ein Optimum in Abhangigkeit von dem 
Methvlglvoxal-Glykokoll-Verhaltnis. 

In der Elementarzusammensetzung der Huminsiuren spiegelt sich 
das Mengenverhaitnis ihrer Bildungskomponenten wieder. Je wenige! 
Aminosiure mit dem Methylglyoxal zur Reaktion gelangt, um so ge 
ringer ist der Stickstoffgehalt und um so héher der Kohlenstoffgeha|t 
der entsprechenden Huminsiuren. Die Wasserstoffwerte nehmen mit 
steigenden Kohlenstoffwerten etwas ab. Die C: H : N-Werte entsprechen 
durchaus den in der Literatur (10) fiir natiirliche und kiinstliche Humin 
siuren verschiedenster Herkunft und Herstellung angegebenen Zahlen 
Da bei dem niedersten Methylglyoxal-Glykokoll-Verhaltnis keine wasser- 
unléslichen Huminsauren gebildet worden waren, wurde wie untel 
der Tabelle angemerkt -- der durch Fallung mit Saure erhaltene Nieder 
schlag in diesem Falle untersucht. Da nach den vorhergehenden Unter- 
suchungen die saurefallbaren Huminsaéuren als Zwischenstufen bei der 
Bildung der wasserunléslichen Huminséiuren angenommen werden 
miissen, erscheint der Vergleich der Elementarzusammensetzungen der 
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edenem Methylglyoxal-Glykokoll-Verhaltnis durch 9stiindiges 
en bzw. der von diesen abgetrennten Huminsaurelésungen. 





Wasserlésliche Huminséuren 


o 


, Lichtabsorption 


sorption der Filtrate von 50% | slichkeit Fallbarkeit dureh Parbvertiefung 
iach Lichtabsorption in Ather dureh 
rdinnung nach 4 tiigiger ; 37 0 oc 1! — nlO NaQH 

10 Vialyse Gh oo ‘ at 

8s Dials HCl CaCl FeCl, Cuso, 

57 2 

ae 2 

ris, 3 

ri 5 

nt) 10 (+) 

0 12 

volikommen léslich bzw. fallbar; + etwa zuc Hiilite léslich; nur wenig loslich. 


siurefallbaren, jedoch wasserléslichen, mit den wasserunléslichen 
Huminsaiuren angangig. Die auBerordentlich groBen Schwankungen in 
den Huminsaureanalvsen in der Literatur sind verstandlich, wenn man 
berticksichtigt, daB je nach dem Verhaltnis Methylglvoxal : Glyvkokoll 
und dem Kondensationsgrad (,.Inkohlungsgrad**) sehr verschieden 
zusammengesetzte Kérper gebildet werden kénnen. Die Léslichkeit deo 
wasserunlislichen Huminsduren in heibem Wasser und heibem Alkoho! 
nimmt mit abnehmendem Stickstoffgehalt zu. Die Ursache kann nicht 
allein in dem héheren Dispersitatsgrad der N-armen Huminsauren 
liegen, da sich die Léslichkeiten nicht umgekehrt verhalten wie clie 
Tendenz zur Bildung der in kaltem Wasser unléslichen Huminsauren. 
Durch den Einbau von relativ viel Stickstoff in das Huminsauremolekiil 
erhalt dieses offenbar einen stark hydrophilen Charakter, wie aus der 
geringen Tendenz zur Bildung der wasserunléslichen Produkte zu ent- 
nehmen ist. Der Dispersitatsgrad der N-reichen Huminsiuren mub 
jedoch gr6Ber sein als derjenige der N-armen. Dafiir spricht die Zunahme 
der Loslichkeit der unléslichen Huminsiéuren in heibem Wasser und 
Alkohol, sowie insbesondere auch die Dialysierfahigkeit und Ather- 
loslichkeit der wasserléslichen Huminsauren, und die Erscheinung, dab 
aus den Loésungen der stickstoffarmen Huminsauren beim Stehen bei 
Zimmertemperatur wasserunlésliche Produkte in Flockenform ausfallen, 
wahrend dies bei den N-reichen Praparaten nicht der Fall ist. Der durch 
direkte Molekulargewichtsbestimmungen festzustellende zahlenmibige 
Zusammenhang zwischen dem N-Gehalt der Huminsauren und ihrem 
Molekulargewicht verspricht vielleicht Einblicke in das Aufbauprinzip 
der Huminsauren zu geben. Alle erhaltenen wasserunléslichen Humin- 
sauren sind in n/10 Natronlauge leicht léslich (Peptisation) und werden 











366 C. Enders: 
durch Ansduern dieser Natriumhumatlésungen mit n/10  Salzsdw 
wieder ausyeflockt. 

Die Unldislichkeit in Acctylbromid ist bekanntlich in der praktisch: 
Humuschemie als bewahrtes Kennzeichen der echten Humusstoft: 
erkannt worden (15). Wie bereits friiher mitgeteilt (16), entspricht das 
aus Glucose und Glykokell hergestellte Standardmelanoidin mit eine: 
Acet ylbromidunléslichkeit von 86,3°> den an einen Humusstoff zu 
stellenden Anforderungen. Bei der hohen Bedeutung, die man heute de 
Acetylbromidléslichkeit von Humusstoffen als analytischem Kriterium 
beimibt, interessiert das Verhalten det aus Methylglyoxal und Glykoko|| 
hergestellten Praparate mit verschiedenem N-Gehalt gegen Acety 
bromid ganz besonders. 

Die Bestimmung der Acetylbromidléslichkeit dieser Piaparate 
erfolgte in der frither beschriebenen Weise (3). Wie aus der TabelleV IL 
zu entnehmen ist, entsprechen die bei einem gréBeren Verhaltnis vor 
Methylglvoxal : Glykokoll als 2.3: 1. erhaltenen  wasserunléslichen 
freien ,,.ungesattigten’’ | Huminsaurepriparate mit ihrer hohen Acet vy! 
bromidunléslichkeit den fiir reine Humusstoffe bekannten Werten 
Dagegen zeigt sich, daB die sehr N-armen Produkte zu einem hohen 
Prozentsatz in Acetylbromid Jéslich smd, in Ubereinstimmung mit 
ihren guten Léslichkeitseigenschaften auch gegen andere Losungsmitte| 
Die Beteiligung des Stickstoffs an der Ausbildung der echten, freien 
wasserunléslichen Huminsaéuren erscheint auch nach diesem Verhalten 
gegen Acetylbromid notwendig. Die aus der Arbeit von Hahn und 
Schales (17) zu entnehmende Vorstellung, dai aus Methylglvoxal allein 
echte Huminsauren in der Natur gebildet werden, erweist sich auch durch 
die Acet ylbromidléslichkeit als irrig. Es kann natiirlich mit den wenigen 
vorerst nur als orientierend gedachten Werten noch nicht entschieden 
werden, worauf die geringe Acetyl bromidléslichkeit der Praparate mit 
niedrigem N-Gehalt beruht bzw. worauf es zuriickzufiihren ist, dab 
scheinbar im Widerspruch zu vielen humuschemischen Arbeiten, von 
echten, freien, wasserunléslichen Huminsauren, im Sinne der Klassi 
fizierung mit Acetylbromid, erst bei einem relativ hohen N-Gehalt 
gesprochen werden kann. Die weitere eingehende Untersuchung der 


' Nach dem in der Humuschemie gelaéufigen Sprachgebrauch. E- 
werden darunter basenungesattigte, also freie, nicht neutralisierte Humin 
siuren verstanden. Unter ..gesattigten** Huminsaéuren versteht man in 
der Agrikulturchemie die Salze der Huminsauren, die Humate. Es er 
schien notwendig, zur Vermeidung von MiBverstandnissen, diese Bezeich 
nungen besonders zu erklaren, da sich der agrikulturchemische Sprach 
gebrauch hier im Widerspruch zu dem der organischen Chemie befindet, 
die bekanntlich unter ungesiattigten Verbindungen solche versteht. di 
durch Doppelbindungen ausgezeichnet sind und z. B. durch Hydrierung 
der Doppelbindungen in gesittigte iibergefiihrt werden kénnen. 
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Acetyl bromidléslichkeit der wie oben bei verschiedenen Methvt- 
ylvoxal-Glykokoll-Verhaltnissen hergeste:lten freien Huminsaurepra- 
parate wird dariiber, sowie unter Beriicksichtigung der Acetyl bromid- 
léslichkeiten der aus diesen reinsten synthetischen Huminsaure- 
praparaten darstellbaren, im Boden vorkommenden Formen, wie den 
Erdalkali- und Schwermetallsalzen sowie Silikatkomplexen und sonstigen 
Koazervaten, besonders der wasserléslichen Huminsauren, sicherlich 
weitere Klarheit auch tiber die Grenzen der Brauchbarkeit der Acet vI- 
bromidmethode schaffen. 

Als MaB fiir die Farhintensitdten der, nach Abtrennung der wasser- 
unléslichen Kondensationsprodukte verbliebenen, Huminsiurelésungen 
sind in der Tabelle die im lichtelektrischen Kolorimeter nach Lana 
in 10 cem Kiivetten gemessenen prozentualen Lichtabsorptionen der 
hundertfach mit destilliertem Wasser verdiinnten Loésungen = an- 
vegeben (LS). In Ubereinstimmung mit der Konzentrationsverringerung, 
die durch die mit zunehmendem Stickstoffgehalt steigenden Mengen 
an unléslichen Huminséuren bedinet ist, nimmt die Farbintensitat der 
verbleibenden Huminsdurelésung mit fallendem Stickstoffgehalt ab. 
Die stickstoffreichste Huminsaure, die keinen wasserunléslichen Bestand- 
teil aufwies, folgt tiberraschenderweise dieser GesetzmaBigkeit nicht, 
wie sich durch mehrfache Wiederholung des Versuchs ergab, sondern 
zeigt eine relativ geringe Lichtabsorption, offenbar weil sich bei der 
geringen Methviglvoxalkonzentration der EinfluB des Methylgivoxals 
als begrenzender Faktor auswirkt. Die Farbt6énungen der N-armen 
Huminsauren aus Methvlgivoxal und Glykoko!! sind rot braun, diejenigen 
der N-reichen graubraun. Dies entspricht der beider Humusuntersuchung 
vetroffenen Unterscheidung zwischen Grau- und Braunhuminsaéuren (15). 

Die Dial ysierfah'gheit der wasserlislichen Huminsdurelésungen wurde 
in der Weise verfolgt, daB jeweils 50 cem der durch Verdiinnen mit 
destilliertem Wasser auf 50% Lichtabsorption (in 100 cem-Kiivetten 
im Lange-Kolorimeter) gebrachten Huminsiéurelésungen in mit Cellophan 
verschtossenen, umgekehrten Reagensglasern gegen 50 ccm destilliertes 
Wasser dialysiert wurden. Nach 4tagiger Dialvse wurden die in der 
Tabelle VILL wiedergegebenen, in Lichtabsorptionen gemessenen Farh- 
tiefen der auf 100 cem mit destilliertem Wasser aufgefiillten Vorlagen 
als MaB der Dialysierfahigkeit in den mit desti!lliertem Wasser beschickten 
Vorlagen gemessen. Die Dialvsierbarkeit der wasserléslichen Humin- 
siuren nimmt demnach mit fallendem Stickstoffgehalt und steigendem 
Kohlenstoffgehalt (in 2 Fallen bestimmt in den entsprechenden wasser- 
un!éslichen Huminséuren!) zu. Die zugrunde liegende Abhangigkeit 
des Dispersitatsgrades vom Stickstoff- bzw. Kohlenstoffgehalt der 
Huminsauren war schon bei der Léslichkeit der wasserunléslichen Pro- 
dukte in heiBem Wasser und heiBem Alkoho! beobachtet worden. Sie 
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zeigt sich in gleicher Weise auch bei der Léslichkeit der wasserldslic | 
Huminsduren beim Ausschiitteln mit Ather. 

Die Fallbarkeit durch Sduren, Erdalkali- und Schwermetallsalze isi 
fiir die freien Huminsauren charakteristisch. Im Boden liegen die Humi: 
sauren haufig als Salze (Humate) vor (19). Es unterliegt keinem Zweit 
dal} die im Boden und anderem humifizierendem Material durch Konden 
sation von Methv!glyoxal und Aminosiuren entstehenden wasse1 
léslichen Huminsauren nach Erreichung ihrer Fallbarkeit (siehe oben 
durch im Boden vorhandene lésliche Salze der Erdalkalien und Schwe1 
metalle, insbesondere des Eisens, als Humate niedergeschlagen und somit 
als ,,stabile Huminsauren’: dem Boden erha!ten bleiben. 

Wie Tabelle VI[L zeigt, sind die aus Methyvlglvoxal und Glykoko! 
hergestellten, wasserléslichen Huminsdiuren in Ubereinstimmung mit 
den natitirlichen Huminséuren durch Sauren, Erdalkali- und Schwe1 
metallsalze faillbar. Diese Fallbarkeit steht in einer ganz bestimmte 
Abhangigkeit zum N-Gehalt der Huminsaéuren. Am leichtesten fallba: 
sind die bei einem Methylg!voxal-Glykokoll-Verhaltnis von 1:1 het 
vestellten Huminsdurelésungen. Mit héheren und niederen N-Gehalte 
nimmt die Fallbarkeit ab. Das Maximum der Fallbarkeit ist sowoh! be 
der Ausflockung mit Sauren als auch mit Eisenchlorid, Kupfersulfat und 
Calciumchlorid zu beobachten. Die Tatsache, da8 fiir nattirliche Humin 
sduren zwar die dem aufsteigenden Ast der in Abb. 1 dargesteliten 
Kurve entsprechende Zunahme der Elektrolytfallbarkeit mit steigendem 
Stickstoffgehalt, jedoch nicht das Absinken der Elektrolytempfind!ich- 
keit bei den Huminsauren mit einem N-Gehalt tiber rund 5°, festgestel|t 
wurde (15), muB wohl dadurch erklart werden, dal} diese sehr N-reichen 
Huminsauren der experimentellen Untersuchung entgangen sind bzw 
in dem bearbeiteten Material nicht enthalten waren. Fiir die Stabili 
sierung der Huminsauren durch Elektrolytfallung im Boden diirfte dic 
Existenz dieses Maximums von besonderer Bedeutung sein. 

Auch unter Beriicksichtigung des Einflusses des N-Gehalts det 
Huminsauren auf ihre Fallbarkeit ist aus der Tabelle VIII deutlich zu 
entnehmen, da sich die Fallungswirkung der angewendeten Elektrol vte 
nach abnehmender Starke, in folgender Reihenfolge anordnet. Eisen- 
chlorid— Salzsiure—Kupfersulfat —Caleciumchlorid. Dieselbe Reiben- 
folge (mit Eisensulfat an Stelle von Eisenchlorid) wurde fiir die Flockung 
von natiirlichen Huminséuren von Ostwald und Steiner (20) viskosi- 
metrisch ermittelt. Versuche, durch Bestimmung der Ammonsu/fat- 
fallungsgrenzkonzentrationen weitere Anhaltspunkte fiir die relativen 
Molekiilgr6Ben zu erhalten, brachten keine eindeutigen Ergebnisse. 

Die Farbvertiefung der Aminosdurelésungen bei Zugabe von Natron. 
lauge, die der Humatbildung und Peptisation parallel |auft und aut 
Dispersitatsgraderhéhung beruht, wurde bei allen hergeste!lten Humin- 
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siurepraparaten beobachtet. Die .svnthetischen’’ Huminsauren ent 


sprechen also auch in dieser Beziehung den nattirlichen. Es ist jedoch 


zu beriicksichtigen, dal} dieser Effekt keinesfalls als spezifisch fiir Humin- 
siuren angesehen werden kann (z. B. geben auch ,,Phlobaphene’’ diese 
Reaktion). 

Zusammenfassend ist aus Tabelle VILL als wichtigster Betund zu 
entnehmen, daB die aus Methylglvoxal und Glykokoll entstehenden 
Kondensationsprodukte samtliche, fiir die nattirlichen Huminsauren 
charakteristischen Eigenschaften aufweisen. 

In Bestatigung unserer diesbeziiglichen friiheren Befunde konnten 
wir uns durch, neben diesen Versuchen mit Methylglvoxal und Glykokoll, 
sorgfaltig angestelite Ver- 
vleichsversuche mit “Acet- Wasserioslichkeit (hyarophilie 
aldehyd ound Glykokoll 
iiberzeugen, dab die aus 
Acetaldehyd ebenfalls Unloslictheil in Acetyloramid 
unter dem EinfluB von 
Aminosauren beschleu- 
nigt (6) gebi’deten braunen | eee “— 

4 eCl3, HCL, CuSO, CaCl, 

Kondensationsprodukte r 
keine Huminsaureeigen- 
schaften , aufweisen. Sie 
sind auch bei langer Koch- 
dauer nicht durch Elektro- 





lvte fallbar und, im Ge- % N der Huminsduren 
gensatz zu den aus Methy!- Abb. 1. 
glyoxal und Givkokoll her- 
gestellten Produkten, vollkommen dialysierbar. Mit Natronlauge weisen 
sie die bei Huminsaure auftretende Farbvertiefung nicht auf. Demnach 
diirfte es ausgeschlossen sein, das biochemisch gebildetem Aceta'dehvd 
eine Bedeutung als Muttersubstanz fiir die Bildung stabiler Humin- 
siuren zukommt. Jedoch deuten einige Beobachtungen, wie z. B. 
Alkohol und Atherléslichkeit der bei verschiedenem Acetaldehyd- 
xlvkokoll-Verhaltnis erhaltenen braunen Kondensationsprodukte, 
darauf hin, daB Bildung und Aufbau dieser Kérper gewisse Ahniichkeit 
mit denjenigen der aus Methylglvoxal und Aminosauren erhaltenen 
echten Huminsauren aufweisen. 

Aus Tabelle VLIIL ist weiter zu entnehmen, dab die Eigenschatten 
der Huminsauren eine Funktion ihrer Zusammensetzung (CC: H: N- 
Gehalt) sind und daB diese wiederum abhangt von dem Mengenverhaltnis 
der im Boden, Mist usw. zur Huminsaurebi!ldung fiihrenden Substanzen: 
Aminosauren und Methy'givoxal. Die Eigenschaften der Huminsauren 
sind offenbar eine Funktion von ihrem jeweiligen Dispersitatsgrad. 
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Neben der im Laufe der Zeit dauernd fortschreitenden Dispersitat. 
gradverringerung bei den Kondensationsprodukten aus demselben 
Methylglyoxal- und Glykokoll-Verhaltnis (Inkohlung) ist der Dispersitat 
grad maBgeb'ich abhangig von diesem Methviglyoxal-Glykokoll-Ve: 
haltnis, wie aus Abb. | klar zu entnehmen ist, in der die aus Tabelle VIL] 
zu entnehmenden Beziehungen zwischen N-Gehalt und Eigenschaften 
der Huminsauren, schematisch in Schaulinien idealisiert, aufgetragen 
sind. 

Die dargestellten Beziehungen gelten fiir die unter den oben bi 
schriebenen Bedingungen hergestellten Huminsauren, also fiir eine: 
jeweils bestimmten Kondensationsgrad. Es ist sicher anzunehmen, dai; 
sich diese Verhaltnisse bei unter anderen Bedingungen hergestellte: 
Huminsauren mit anderen Kondensations- (Inkohlungs-) und Disper 
sitatsgraden (vgl..oben) quantitativ verschieben, jedoch qualitatiy 
erhalten bleiben. 

Die in Tabelle VILLI und Abb. | aufgefiihrten, in Abhaingigkeit vom 
N-Gehalt stehenden Huminséiuren verschiedener Léslichkeitsgrade 
gegeniiber Wasser, Alkoho!, Ather, Acetylbromid usw. erinnern mit 
ihren kontinuierlichen Ubergangen unwillkiirlich an die mangels tiefere: 
Kinblicke in die Entstehungsweise und die chemische Natur schon in 
der alteren (21) und noch in der neueren Agrikulturchemie (22) zur Klassi 
fizierung der natiirlichen Huminsaéuren vorgenommene Unterscheidung 
auf Grund ihrer Léslichkeitsverhaltnisse. Es liegt auf der Hand, da den 
solehermaBen vorgenommenen Einteilungen bei der bisherigen Un 
kenntnis von Struktur, Entstehungsweise und Eigenschaften der Humin 
sauren, so notwendig sie von praktischen Gesichtspunkten aus erscheinen 
modgen, eine gewisse Willkiirlichkeit bzw. (wenn man z. B. an die Schwie 
rigkeiten denkt, die sich quantitativen Fraktionierungen von Lésungen 
entgegenstellen) eine nicht unerhebliche Unsicherheit anhaftet. Nach. 
dem sich die bisher als Fulvosiuren, Humoligninsiuren, Hymato 
melansiuren, Humusséuren usw. bezeichneten Fraktionen der natiir 
lichen Humusstoffe als vom Verhaltnis ihrer Bi!dungskomponenten, 
und damit ihrer Zusammensetzung einerseits, und von dem in Abhangig 
keit zur thermischen Vorgeschichte, der Konzentration und Wasserstoff.- 
ionenkonzentration andererseits stehenden Kondensationsgrad,  be- 
stimmte Kondensations- bzw. Dispersitatsgrade von voraussichtlich im 
wesentlichen in gleicher Weise aufgebauten hochmolekularen Koérpern 
darstellen, ware zu priifen, ob nicht auf Grund der oben mitgeteilten 
Gesetzmabigkeit eine ursichliche und damit vielleicht befriedigendere 
Einteilung der Huminséuren vorgenommen werden kénnte. 

Wie aus vorliegenden Untersuchungen die entsprechend der 
auBerordentlich mannigfaltigen Problemstellungen der Humuschemie 
in keiner Weise den Anspruch auf Vollstandigkeit erheben kénnen 
hervorgehen diirfte, bringt die Erkenntnis, dai die Huminsauren im 
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Huminsaurebildung unter physiologischen Bedingungen. III 


Boden, im Mist usw. als Kondensationsprodukte von Aminoverbin- 


dungen und Methylglyoxa! aufzufassen sind, bereits jetzt schon Auf- 
klarung von bisher mangels einer kausalen Beurteilungsweise —be- 
stehenden Unklarheiten in der Humuschemie. Es ist zu hoffen, dali wir 
mit der Erkenntnis tiber den Chemismus der Huminsaurebildung unter 
phvsiologischen Bedingungen und die dadurch mdégliche Herstellung 
beliebig zusammengesetzter, aschefreier Huminsiuren aus wohldefi- 
nierten Ausgangsmaterialien unter physiologischen Verhaltnissen weiter 
in das Humusproblem eindringen werden und die Beantwortung so 
ungemein wichtiger Fragen, wie z. B. die nach der Struktur der Humin 
siuren und ihrer Bedeutung fiir das Pflanzenwachstum, nunmehr mit 
groBerem Erfolg als bisher in Angriff genommen werden kann, 


Der experimentelle Teil der Arbeit wurde hauptsiachlich yon Fraulein 
Sommer ausgetiihrt. 

Die in dieser Arbeit mitgeteilten Elementaranalysen wurden im Institut 
fiw Mikrochemie der Technischen Hochschule, Miinehen, dureh Dozent 
Dr. Birger durechgefuhrt. 

Herrn Dozenten Dr. Kreutz, Institut fiir Ackerbau und Pflanzenzucht 
der Technischen Hochschule, Miinchen, spreche ich fiir wertvolle agrikultur- 
chemische Hinweise meinen herzlichsten Dank aus. 
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EKintlu®8 von Uranspuren auf Hefezellen. 
Von 
Josef Hoffmann und R. Garzuly-Janke. 
(Aus dem Institut fiir chemische Technologie anorganischer Stoffe und den 
Institut fiir biochemische Technologie der Technischen Hochschule in Wien 
(Eingegangen am 10, August 1912.) 


Mit | Abbildung im Text. 


H. Agulhon und H. Sazerac (1) berichten, daB die alkoholische 
Gairung der Hefe durch Uranyinitrat- und Uranylacetatlésungen 
1:50000 gehemmt und durch 1: 10000 restlos verhindert wird. Ein 
Abtéten der Hefe tritt nicht ein. G.Nadson und KE. J. Rochlina (2 
erhielten aus Saccharomyces cerevisiae durch wiederholte Einwirkung 
von Radon! die Radonrassen A, B und C. (Rasse A: giinstigeres Garen, 
rasches Absetzen; Rasse B: auBer beiden Eigenschaften noch erhéhte 
Hefemenge.) Rochlina (3) gelang es bei der gleichen Heferasse (Saccharo 
myces cerevisiae, Rasse XLL) amébenartige Zellen zu erzeugen, J. .1/. 
Olenov (4) veranderte durch 18,7 Millicurie Radon Form, Grée und 
die Sporenbildung bei Zygosaccharomyces mandshuricus. Neben 
morphologischen Anderungen trat raschere Vermehrung und die Ver- 
girung von Galaktose ein. Auch andere Hefe erwies sich durch Radon 
verinderungstihig. A. Janke (5) konnte ein Herabdriicken der Genera 
tionsdauer bei Einzellaussaaten von Zygosaccharomyces mandshuricus, 
sowie eine giinstigere Vermehrung durch Gasteiner Thermalwasser nach- 
weisen; diese Wirkungen gingen vor allem von dessen Radongehalt aus. 
Im Gegensatz hierzu steht der hemmende Einflu3 des Thermalwassers 
auf die alkoholische Garung. J. Stoklasa und J. Penkava (6) sind der 
Meinung, daB jedes Lebewesen auBber Phosphor radioaktives Kaiium, 
Radium und Thorium enthalt. In der Hefe, die in der Asche bis 54°) P 
und 39,5°% K enthalt, ist, wie J. Hoffmann (7) zeigte, 1,98 - 10-9 ¢ U/g 
Hefe nachgewiesen worden. 

Das Ziel unserer Untersuchung war, die Einwirkung verschiedener 
Urankonzentrationen auf verschiedene Hefen festzustellen. 

Als Ausgangssubstanz fiir Uran wurde 0,0211 g UOQ.(NO,).-6 H.O 
benutzt. Das Salz ist durch wiederholte fraktionierte Kristallisation 
im Dunkeln gereinigt und die 6. H,O-Molekel sichergestellt worden. 


' Die Radonmenge betrug 19,6 bis 23,3 Millicurie pro Kapillare in 
10 cem steriler Bierwiirze. 
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Aus der Ausgangslosung, die 2.5 - 10-4 enthielt, wurde mit sterilet 


Woltje-Lésung die folgende Verdiinnungsreihe hergestellt : 


U; 1, 25:* 10-* U, 62 -1l0-° it mF * 507" 
U, 1,55 - 10 UU, ane oie U, 3,8 -10°' 
U, Lo. 10-* Us 96 - jo" U, 4,75 + 10-7 
Uys =-2,35.« 10-7 Uy, Ld -10-* Uy = 5,8 -10-° 
U,, = 2,9 - 10-* U,,= 145-10 Uys = 7,25-10-° 


Die bei der Herstellung der Verdiinnungsreihe verwendete Pankow- 
Hefe ist frischen, zweitagigen Kulturen entnommen worden. 

Ergebnis, Die Garung war bei Probe | bis 3 nach 4 Tagen beendigt 
und ein Hefering gebildet. Bei Probe 4 bis 15 ist die Garung noch im 
Gang gewesen. Bei Probe 13 bis 15 waren Gasblasen feststellbar. Die 
Grenze. bei der die Garung nicht mehr eintritt, ist nicht erreicht worden. 
Die Ergebnisse sind nur teilweise mit den von Agulhon und Sazerac 
berichteten im Einklang, da zufolge dieser Autoren die Konzentration U 
die Grenze sein sollte, bei der alkoholisehe Garung nicht mehr eliaaits. 


Ausschaltung organischer Kolloide. 


Es bestand die Méglichkeit, daB die Woltje-Lésung wirksame 
Uranmengen durch organische Bindung entzieht. Daher wurde an 
Stelle der Woltje-Lésung die Reader-Lésung benutzt. Lhre Zusammen- 
setzung: 100g Glucose, 3g (NHy)oSOq, 0.76 ¢ MgSO,-7H.O, lg 
KH.PO,, 016g K,HPO,, 04g NaCl und 0.4¢ Ca(NOx). besagt, 
daB auch sie zu Niederschlagen Anta geben mu, die Uranspuren 
vefaihrlich werden kénnten. Es konnte auch experimentell erwiesen 
werden, daB der Zusatz einiger Tropfen 10~* bis 10-6 g U geniigt, einen 
weiSlichen Phosphatniederschlag zu erzeugen, der sich beim Stehen 
noch wesentlich verdichtet. Ein AusschluB der hauptsachlich st6renden 
fonen: NH,, H,PO,, HPO, ist untunlich, da es sich um fiir die Hefe 
unumganglich nétige Stoffe handelt. Der Vorteil der Versuchsanderung 
lag nur darin, daB mit Hilfe der Reader-Lésung konstante Niederschlags- 
verhiltnisse geschaffen wurden, Ahnlich den Versuchen mit Woltje- 
Lésung wurde die Garprobe auch mit einer Verdiinnungsreihe Uransalz - 
Reader-Loésung ausgefiihrt. 


Es sind folgende Uransalzkonzentrationen verwendet worden: 


U, 1,24 - 10-* U, 2 10-° U 3,1 - 10 
U, 1,55 - 10-° U; 7.%=10-° U, 36° + 10-' 
U, 1,90 - 10-6 UU, 9,5 - 10-7 U, $.75-10 


Zum Unterschied von vorher (W6ltje-Lésung) war bei dieser 
Versuchsreihe nach 4 Tagen U, bis Us, noch in Garung. Die Reader- 
Lésung erbrachte somit eine Verzégerung des Garungsverlaufes. 





J. Hoffmann u. R. Garzuly-Janke: 


Zur Beobachtung des Einflusses des Urans auf die Vermehrung de 
Hefezellen wurde eine uranreichere Verdiinnungsreihe dargeste!): 
folgender Konzentration: 

U 2,5° 10-3 2 $ J 6,2- 10-4 
3.1 - 10-4 J. he 8.0 - 10-° 
4.0- 10 2; : iP 1,0 -10-° 


10 50-10 


Die Versuche wurden ahnlich wie bei den Garproben gefiihrt, nu 
ist in Abstanden von 7 Tagen jede Probe auf eine frische Uran- Read: 
Losung gleicher Konzentration tiberimpft worden. So wurde aus de: 
U'. die U"., aus dieser die U'"-Reihe dargestellt. 

In gewissen Abstinden wurde durch Auszihlen der Proben mit 
Hilfe der Zahlkammer der Grad der Vermehrung bestimmt. 

Auch bei dieser Versuchsreihe war nach Ablauf von 4 Tagen di: 


Garung noch im Gange. 


U!-Reihe: Zahl der Hefezellen in 0,1 cem (nach 7 Tagen): 


‘ (urantrei) 1.4-10° (uranfreie Kontrolle) 


U 
U! 2,5- 10-3 1,0 - 10° 
U! 1,6- 10-4 1,6- 10° 
U!|_Reihe: Zahl der Hefezellen in 0,1 cem (nach 7 Tagen): 
ull (uranfrei) .... 2,0- 10° 
Ull 25-103 .... 1,0+ 10° sehr viel geschidigte Zellen 
Ull 1,6- 10-4 .... 3,0- 10% Zellen von normaler GréRe, darunter aucl 
Ul 8.0 -10-* .... 32-10* [geschadigt« 
Ur 30 .10-* ...5 14.40? 
UULReihe: Zahl der Hefezellen in 0,1 cem (nach 3 Tagen): 
Ulll 1,6-10-4 ... 1,6- 108 
UH! 8.0-10-* ... 1,8-10° 


Die Giftwirkung von 10~-3¢ U ist offensichtlich. Die bei diese: 
Konzentrationen haufig beobachteten Schaden sind bei einzelnen 
Hefezellen auch noch durch 10-5 g¢ U ausgelést worden. 

[Im Bereich der Konzentration von 10-4 bis 10-5¢ U ist aber 
gleichzeitig eine stimulierende Wirkung auf die Zellvermehrung beob 


achtet worden. 


Wiederholung der Versuche mit konzentrierterer Uranlésung 
Die Verdiinnung hat folgende Urankonzentration: 

U, = 6,0 -10-* U, = £8'*20-% U; 

U, = 6,0 - 10-‘ U; 30° 10-4 Us 


5 


U,= 7,5: 10-5 U, = 3,75 - 10-5 U, 





Eimtlub von Uranspuren auf Hefezellen. 


ULReihe: Zahl der Hefezellen in O,leem (nach 7 Tagen): 
,(urantrei) ... 12,0 - 108 
5 -10°%... 6,4:108 samtliche Zellen sind yeschadigt 
1,25. 107%... 12,0-108 Zellen von durehsechnittlich normale: Grobe, 
darunter geschadigte 
3.0. 10-4... 20,4108 normal entwickelte Zellen 
1,5 +104... 20,8- 10° normal entwickelte Zellen 


Ul_Reihe (nach 10 Tagen): 
rt. nui . (uranfrei) ae ee | hag 
Reads ss + J0-¢ ... 29°10° stark geschadigte deformierte Zellen 
M2267 30-* .., £6 ° 30° 
BO 2 20-* 9... Sh - 30' 
ie STO" os ae 


Die Abbildung zeigt die graphische Auswertung der Zellvermehrung 
nach siebentagiger Einwirkung des Uransalzes. 3 - 10~-3-Konzen- 
tration wirkt wachstumshemmend, und zwar ergibt sich eine Abnahme 
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Yrany!nitrat-Konzentration 





Perzentuelle Auswertung der Zellvermehrung bei Uranzugaben, 
= 50-10 { 2,5-10 I 12-10 


P 6.0-10-4 | 5, 3. 10-4 | 1.5- 10-4 
ASE] | 3 10 
‘Inen 
von 46,67 °), 1,2 - 10~% zeigt die gleiche Vermehrung wie die Kontrolle, 
bei 3,4. 10-4 und 8,0 - 10-5 ist eine Wachstumsférderung von 70 bzw. 


aber 2 : 
73.3% gegeniiber der Kontrolle wahrnehmbar. 


eoh 

Wird bei einer graphischen Auswertung die Zah! der Hefezellen 
aufgetragen, so zeigt sich, da im Bereich der Konzentrationen von 
3.0 - 10-4 bis 7,5 + 10-5 eine stimulierende Wirkung auf die Vermehrung 
zu beobachten ist. 


Es wurde die Fluoreszenz der Hefesuspension und deren Veranderung 


in Urannitratlésung beobachtet. Reine Hefesuspension fluoresziert 


weiblich. 1 bis 2 Tropfen geniigten, die urspriingliche griine Uran- 














376 J. Hoffmann u. R. Garzuly-Janke: Uranspuren auf Hefezellen. 


fluoreszenz der Salzlésung zu verandern. Es wird die Fluoreszenz f 
wenige Augenblicke stahlblau und von einer grauen abgelést. Auch d 
aus der Lésung isolierten Zellen haben nicht mehr weibe, sonde: 
graue Fluoreszenz. 


Zusammenfassung. 


sei Untersuchungen der Einwirkung verschiedener Uranylinitrat 

mengen auf verschiedene Hefen wurde zuerst Pankow-Hefe benutzt 

Als Nahrsubstrat wurden Woltje- und Reader-Lésung verwendet. Ks 
ist nicht vermeidbar, dab jede Nahrlésung wasserlésliches Uran aus 

fallt, weil die lebensnotwendigen Ammonium- und Phosphationen niclit 
ausschaltbar sind. Trotzdem ist eine Wirkung des Urans auf die Hef: 
feststellbar. DaB Uran auch in den Zelleib aufgenommen wird, ist 
friiher bewiesen worden. Die Uranwirkung auf die Hefezelle ist je nach 
der Uranmenge und der Dauer der Einwirkung verschieden. Bei wiede1 

holter Darbietung der gleichen Uranmenge wurden Effekte erzielt, dic 
bei einmaliger Gabe nicht immer erreichbar waren. Die Giftwirkung de1 
GréBenordnungen 10-3 und 10-4, somit auch 10-1 bis 10-2, trat klar 
zutage. Auch 10>°, das optimal wirkt, hat nach den fallweise anzu 
treffenden Zellschiden noch schwache Giftwirkung. Im Bereich dei 
Konzentrationen von 10>4 bis 10~5 ist eine stimulierende Wirkung aut 
die Vermehrung der Hefezellen feststellbar. Bei langdauernder Ein 
wirkung kommt es zu verschiedensten Effekten, wobei die GréBen 
ordnung, die gew6hnlich nicht optimal wirkte, einen giinstigen Einflul 
auf die Zellvermehrung nimmt. UnregelmaBigkeiten der Uranwirkungen 
sind frither schon bei Trockendiingungen vorgefunden worden, wobei 
nach Uberschreiten von Uranmengen, die bereits ungiinstige Ermten 
ergaben, nach Darbietung ungleich gréBerer Mengen neuer!ich giinstige 
Ernten die Folge waren. Die Ergebnisse beziiglich der Zellvermehrune 
sind graphisch festgelegt worden. Die Versuche werden fortgesetzt. 
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Bioelement Uran im Pflanzen- und Tierreich 
sowie im menschlichen Organismus. 
Von 
Josef Hoffmann. 
(Aus dem Institut fiir Chemische Technologie anorganischer Stoffe 
der Technischen Hochschule, Wien.) 


(Eingegangen am 13. August 1942.) 


Die benutzte Methode (1) ist ein analytisch-optisches Verfahren mit 
dem Ziel, Uranspuren zu erfassen. Andere Spuren sind nur dann beriick- 
sichtigt worden, wenn sie das Ziel nicht tangierten. Definierte Analysen- 
phasen waren: a) Trennung der Kiese!sdéure, b) Fallung durch Schwefel- 
wasserstoff bei verschiedener Wasserstoffzahl, c) Eliminierung der 
reichlich vorhandenen Phosphationen, d) Fallung der in Gegenwart von 
Ammonsalzen mit reinstem Ammoniak niederschlagbaren Hydroxyde, 
e) Trennung des Urans von d), f) Priifung des Lésungsriickstandes, 
g) Aktivierung von Natriumfluorid mit der reinen Uranspur, h) flu- 
oreszenzspektroskopische Sicherstellung der Uranylbanden und i) Be- 
stimmung der Leuchtstarke unter Zuhilfenahme von frischen Test- 
glasern. 

Die Phosphationen wurden friiher als Zinnsiurephosphorséure-Adsorbat 
eliminiert. Wegen der schweren Beschaffung des Zinns ist diesmal die 
Molybdatmethode benutzt worden, [hr Nachteil liegt darin, daB das stark 
iiberschiissige Fallungsmittel nur sehr schwer quantitativ und nur nach 
wiederholten Fallungen mit Schwefelwasserstoff unter Druck entfernbar 
ist (Druckflasche). Trotz der getroffenen MaSinahmen kam es wiederholt 
vor, daB sich wihrend des Eindampfens der Uranlésung Phosphatspuren 
an den Platinwiéinden absetzten, weshalb die Operationen c) bis e) wiederholt 
werden muBten. Waren die Lésungen der Sesquioxydhydrate farblos, so 
wurde die Diskrepanz der Mengen: dreiwertige Lonen/U durch Zusatz von 
Ferrichlorid behoben, das einer dreimaligen Urantrennung unterzogen 
worden war. Mit Ausnahme der Brandsporen boten sémtliche Veraschungen 
Schwierigkeiten, weil organische Reste erhalten blieben, die mit fliissigen 
Oxydationsmitteln nicht zerstérbar waren. Das langwierige restlose Ent- 
kohlen schloB den Ubelstand ein, daB P-Dimpfe das Pt schadigten. Ein 
Ersatz durch Au-Pt,-Legierungen oder Porzellan kam nicht in Frage 
(U-Spuren des Porzellans). Zink, das zu uranahnlicher Fluoreszenz AnlaB 
geben kann, wurde besonders sorgfaltig beseitigt. Zur Sicherstellung der 


Fluoreszenz wurden die Banden 626, 602, 577 und 555 up ermittelt. 
Das Versuchsmaterial stammte von verschiedenen Instituten: 


Brandsporen, vom biochemischen Institut der Technischen Hoch- 
schule, 
Biochemische Zeitschrift Band 313. 25 











J. Hoffmann: 


Aspergillus niger, als Kulturen des Instituts fiir Bodenbiologie de 


Hochschule fiir Bodenkultur, wie sie zur Begutachtung auf Boden 
proben geziichtet werden, 

Schilddriisen, vom pathologisch-anatomischen Institut der Univer 
sitat, 

Hirn, menschlicher Embryo, Leber, Milz, Niere, Ovarien, Samenblas: 
und Prostata aus dem Institut fiir gerichtliche Medizin und Kriminalistik 
der Universitat. 

Aspergillus niger. 

Vor der Untersuchung ist wiederhoit beobachtet worden, dal 
pflanziiche Samen, die mit Uranylnitratlésungen getétet wurden, nach 
kurzem Liegen an der Luft rasch und auffallend dicht anschimmelten 
Der Aspergillus ist gegen die fiir Samen hoéherer Pflanzen tédlichen 
Gaben immun. ‘<Anscheinend begiinstigt Uran das Gedeihen von 
Schimmeipilzen. In der bei 60° konstant getrockneten Kultur: 

Hyphen und Sporen: aus 1,8805¢ konnten 0,0495 g Kieselsdiure 
entfernt werden; die Sesquiioxyde wogen 0,0136 g. Die Fluoreszenz- 
stiirke bei Benutzung von genau 1 g entsprach 3 - 10-%g U/25 mg NaF, 
woraus sich ergab: 

40 -3-10-9g U/1,8805 = 6,37-10-8g U/g Pilzkultur = 6,37 - 10-6°) U. 

Die Kultur enthielt 8,98 - 10-6 g U; die die Samen tétenden Mengen 
10-2 bzw. die stark schidigenden Mengen 10-%¢ U sind keineswegs 
assimiliert worden. Die von mehreren Kulturen gesammelten schwarzen 

Sporen hinterlieBen (Unterschied gegeniiber der Gesamtkultur) 
ein im SchmelzfluB gelbes, beim Erstarren weiBes Kaliphosphatglas. 
In der neutralisierten, mit einigen Tropfen Essigsiure versetzten Asche 
lésung fiel Zinksulfid. 

Es mag auffallen, daB trotz der Reduktionsméglichkeit des ZnO in 
Gegenwart organischer Substanzen zu Zn, das bei 419° schmilzt, im Vakuum 
bei 550° destilliert und unter gew6hnlichem Atmospharendruck bei 906° 
siedet, eine Temperatur, die wegen der Kohlerelikte lange Zeit iiberschritten 
werden muBte, Zn im Riickstand verblieb. Die Ursache ist darin zu suchen, 
daB die Oxydation ein thermischer ProzeB ist: 2 Zn + 0 2 ZnO + 166 Cal, 
daher der ReduktionsprozeB einen ahnlichen Warmeverbrauch voraussetzt, 
somit der Siedepunkt des frei vorliegenden Metalles hierbei gefahrlos ist. 

Scharrer (3) wies wiederholt auf die Lebensnotwendigkeit des Zinks 
hin (unerlaBlich fiir normale Pilzatmung und den Wuchs. Es vermag 
in schwach alkalischen Substraten bei hinreichender N-Menge einen 
Farbstoff zu bilden; Zinkmangel verursacht bei griinen Pflanzen eine 
Art Etiolement). 

Beachtlich ist die Hrsetzharkeit des Zinks durch Uran und dab 
Zinkspuren nicht selten von Kupferspuren mitgeschleppt werden, 
wodurch sie durch unsichtbare Strahlen zum Leuchten angeregt werden. 
Durch die Méglichkeit, Peroxydbindungen einzugehen und bei normalen 
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Temperaturen bis unter 0° Sauerstoff zu tibertragen, mit einer sehr 
croBen Zahl der verschiedensten Tonen Salze zu bilden, als Base zu 
wirken, in Zinkaten mit Wasser weitgehend zu hvydrolvsieren, zeigt 
sich eine durch wechse’nde --- und ---Ladung bedingte Anpassungs- 
fihigkeit, die den verschiedensten Wasserstoffzahten gentigt. Das 
vemeinsame Vorkommen von Zink- und Uranionen in den Sporen 
vgewinnt noch dadurch an Interesse, wei! sic a's sechwarze Korper Licht- 
und Warmestrah'en absorbieren und sowoh! durch das fluoreszierende 
Zink als Uran gelbes Licht aussenden. 

Die Fluoreszenz unter Benutzung von genau 1g Nal, welche 
Bedingung bei allen fo'genden Bestimmungen eingehalten wurde, war 
10-8 @ U/25 mg NaF, woraus sich ergab: 


40 -10-9¢ U/0,0680 = 5,68 - 10-7 ¢ Ug Sporen = 5,68 - 10-5°) U 
Uran ist gegentiber der Gesamtkultur um eine GréBenordnung an- 
gereichert. 

Brands poren. 

Es gibt zahlreiche Arten der Ustilagineae, die in Landpflanzen schma 
rotzen. Das Mycel lebt in Zwischenzellraumen und ist schwer erfaBbar. 
Das verwendete lockere, schwarze bis schwarzbraune Sporenpulver war 
nicht einheitlich, denn es wurde von einer Stelle nur summarisch gesammelt, 
um es auf seine Widerstandsfestigkeit gegen Gifte priifen zu lassen. An- 
scheinend handelte es sich um 

Ustillago carbo, unter welchem Namen verschiedene Brandsporen- 
arten zusammengefaBt werden, die Staub-, Flug- und RuBbrande 
hervorrufen. 1,2662 g¢ Sporenpulver ergab 0,0493 g platinfreie Asche, 
die 0,0043 g reine Kieselsiure enthielt. Entsprechend der Fluoreszenz 
7,5°10-8¢ U lag vor: 

40 -7,5-10-8¢ U/0,0493 — 6,08 -10-5g U/ g Asche 6,08 - 10-39) U 


und 


40 -7,5- 10-8 ¢ U/1,266 — 2,36 - 10-6 g U/g Sporen = 2,36 - 10-49 U 

Es ergaben sich die Mengenverhaltnisse: 749 (schwermetallhaltiges) 
Kaliumphosphat: 75 SiO.: 1 U; es enthalten die widerstandsfahigen,die 
Samen restlos zerst6renden Brandsporen um eine GroBenordnung mehr 
Uran als die Sporen des Aspergillus. 


Hiihneret. 

In einem beziiglich der Schale etwas untergewichtigen Hiihnerei 
vom Schalengewicht 4,9656g¢ und der organischen Substanz von 
45,1655 ¢ konnte in der 

mineralischen Eischale 5-10-%g¢ U festgestellt werden, dem ent- 
sprach: 40 -5- 10-9 ¢ U/4,9656 ¢ 4.03 -10-8¢ U/e Eischale 4,03 
-10-6% U. Im 


25* 





J. Hoffmann: 


Dotter und HiihnereiweiB lag 10-*°g U vor, woraus sich ergal 
40-10-99 U/45,1655 883-107-199 organische Substanz 8.84 
80 T 
‘OO7* se, 


Das befruchtete Ei, das normalerweise durch das Brutfieber erwarmt 


I 


wird, enthalt in der Mineralschale, die als Schutz gegen Verletzung und 


Warmeverlust anzusehen ist, um zwei GréBenordnungen mehr Uran als 
die organische Substanz: Eizelle +- Nahrung; der Aufbauort der wesent 
lichen Kizelle ist das miitterliche Ovarium. 

Die GroBenordnung 10-1g U wurde im Maitssamen mit 1-10-1e U y 
Samen gefunden; dab der Urangeha!lt im Samen noch geringer sein 
kann, besagt der Wert 3,2. 107-3 ¢ U/g Bohnensamen. 


Uran des menschlichen Koérpers. 


Ein Teil des aufgenommenen Urans wird durch die Exkremente aus 
geschieden: 1,5 - 10-* g U/Liter Harn und 4 - 10-!°g U/g Faeces. Anteile des 
Bluturans werden in der Mineralsubstanz der Knochen eingebaut: 1,1 - 10-*¢ 
U/g Asche, Gelenkshécker, 4,8-10-%°g U/g Asche Lamellen, Réhren 
knoechen des Oberschenkels, 1,3 bis 1,6-10-° g U/g Asehe, Knochenrinde 
Vereinzelte diinne Knochenauflagerungen von gelber Fluoreszenz sind aut 
U-Fluorophosphat zuriickfiihrbar gewesen. Die Ursache, wieso Uran in 
den menschlichen K6érper gelangt, liegt primar darin, da Leben an Wasser 
gebunden ist und bisher keine einzige Wasserprobe (6) aufzufinden war, die 
uranlos gewesen wire. Es enthalt das Wiener Hochquellenwasser konstant 
1.64- 10-7 g U/Liter; im Prager Trinkwasser, das ein chemisch behandeltes 
Mischwasser ist, sind 9,1-10-°g U/Liter vorhanden. In Mineralwassern 
und heiBen, aus groBen Tiefen entspringenden Quellen sind folgende Mengen 
gefunden worden: 1,2 - 10° g U/Liter Sprudel, Karlsbad, 9,3 - 10> g U /Lite1 
heiBe Schwefelquelle Schallerbach, Oberdonau, eine Quelle, die zu den 
Erdélvorkommen in Beziehung steht. Pflanzennahrung fiihrt dem Kérpe1 
ebenso wie normale Fleischnahrung nur geringe Uranspuren zu. Ungleic! 
groBere Uranmengen erhalt der Organismus durch den GenuB von Innereien, 
wie etwa Leber und Milz mit der GréBenordnung 10-8 g U/g. 


Ks wurden eine Reihe menschlicher Organe untersucht, die bisher 
normalerweise als uranfrei galten. 


Menschliche Niere. 


Kitel (8), der nach tédlichen, subcutanen Gaben: 7,5- 10-8 ¢ 
UO.(NOs3).-6 H.O/kg Kaninchen, fluoreszierendes Uran nur in de! 
Nierenrinde vorfand, betont hier seine ausschlieBliche Lokalisierung 
eine Feststellung, die insofern auffallt, als es bei Giftnachweisen meist 
geniigt, die Leber als Giftabfanger zu untersuchen. 


Der negative Nachweis Hitels bei Herz, Leber, Lunge, Diinndarm. 
Muskel und Haut ist darauf zuriickzufiihren, daB die Schnitte verascht, 
in Borax gebettet, auf allfalliges Leuchten untersucht wurden, Die ver 
mutlich verbliebenen organischen Relikte muBten im Verein mit Fe-, Mn-., 
P- und Ca-Ionen die Fluoreszenz verléschen. 
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Es wurde die gesunde Niere eines Mannes, der eines unnatiiriichen 
‘Todes starb, im Gewicht von 97,20 g, so zerschnitten, dal} a) die schmale 
Rindenschicht und teilweise die anschlieBenden Nierenteile, b) das 
Nierenbecken, die Kelche und die Konusanteile vorlagen; es sind die 
auBeren und inneren Teile teils wegen der Ergebnisse Hitels, tei!s zum 
Zweck giinstigerer Veraschung getrennt worden. 

Die duperen Nierenteile zu 67,20 g ergaben 0.5724 ¢ Asche mit 
9-10-9¢ U, wodurch gefunden wurden: 40°9-10°%¢ U 67,20¢ 

5,35 -10-9qg UU /g dupere Nierenteil 9,39 > 10-7°° Uw 

Die inneren Nierenteile von 30,44 ¢ hinterlieBen 0.2044 g Asche mit 
genau 10-8 g U, woraus sich ergab: 40 - lO-8 ¢ U 30.44 ¢ 1.31 - 10-89 
Ug innere Nierenteile 1,31 -10-6% U 

Bei der gesunden Niere ist der Urangeha!t der inneren Nierenteile 
hdher als der der duBeren. Die Niere als paariges Organ, gleiches Gewicht 
vorausgesetzt, hat etwa /,6- 10-68 gq U Nierenuran, eine Grébenordnung, 


wie sie in den Brandsporen vorliegt. 


Das Grophirn. 

Es wurden im kaltgehairteten Zustand der rechten Hemisphare, 
beim Langssinus beginnend, Platten entnommen. Wegen der groBen 
Schwierigkeiten beim Veraschen konnte mit Riicksicht auf den derzeit 
kostbaren Platinbestand nur dieser Hirnanteil untersucht werden. 

Qualitativ wurden erfaBt: F, Cl, Br, Sn, As, Cu, Mn, Fe, Ca, K, 
Na: B b'ieb fraglich, Jod ist nicht erfaBt worden. 

Das tatsichliche Aschengewicht der ersten Langssinusplatte von 
12.00 ¢ platinhaltiger Asche konnte nicht sichergestellt werden, weil 
sich das Platin sehr schwer eliminieren lie}. Es muBte wegen Filtrations- 
schwierigkeiten der Losungen in mehreren Fraktionen gearbeitet werden, 
die schlieBlich in zwei Fraktionen vereinigt wurden. Teils konnte das 
Platin schwer restlos entfernt werden, das in kolloider Form beharrte. 
teils boten kohlige Relikte Schwierigkeiten. Es blieb kein anderer Weg 
als die verb!iebenen Riickstande, unbekiimmert um die Phosphor- 


dampfe, die bei méglichst niedrigen Temperaturen verfliichtet wurden, 


kohlefrei autzuschlieBen. 


Die normale Aschenlosung des Hirns ergab 10~® g U: sie entsprachen: 


4) - 10-9 ¢ U/126,00 = 317 - 10-19 g Ug Hirnsubstanz = 5 17» 10-8 U 


Die Hirnautschluplésung mit 5-10-%¢@U ergab: 10-5-10-%¢ 
U/126,00 158+. 10-9¢g Ug Hirnsubstanz 158+ 10-7% U 

Insgesamt : 1.897 - 10-%¢@ U g@ Hirnsubstanz, gekiiret 1.9 - 10-9 gq U /q. 

Ware die Urankonzentration in allen Hirnbezirken gleich, so lige 
im mannlichen Hirn, zu rund 13600 ¢ gerechnet, das Hirnuran 2 D6 
- 10-8 q vor. 
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Die Samenblase 


eines Jiinglings von 18 Jahren im Gewicht von 13,2446 g ergab in der 
stark platinhaltigen Asche (in der Pt entfernt worden war) 9+ 10-8 ¢ U. 
wonach erfaBt sind: 40 - 9 - 10-8 g U/13,2446 2.72- 10-79 U/g Samen 
blase == 2,72+10-5°% U, und das Samenblasenuran zu 3,6 - 10-69 U, 


Die Samenhlase eines zeugungsfihigen Mannes unter 50 Jahren von 


16,5047 g zeigte in der platinhaltigen Asche zu 0.0346 g 1 bis 2 - 10-7 ¢ U 
an, so da vorlagen: 40 - 1 bis 2 - 10-7 g U/16,5047 g 3.63 -10-7¢ U /q 
Samenblase 363 -10-5° U und das Samenhlasenuran von 5.97 


0 
10-69 U, 


Die Ovarien. 


Kin Ovar von 12,227 ¢ einer Frau, die beim unnatiirlichen Tod 
einen 7 Monate alten Embryo trug, enthielt in der Asche von 0,03 740 g¢ 
10-7 g U, somit: 40 - 10-7 g U/12,2271 = 3,27 - 10-79 U /g Ovar 3,27 
-10-5°; beide Ovarien gleich schwer vorausgeset zt, ergeben das 
Ovaruran von §-10-6g¢ UV. 

Das atrophe Ovarpaar einer etwa 60 jahrigen Frau von nur 5,0646 g 
und der Asche 0,0150 ¢ ergab 2-10~-7g U, woraus sich errechnete: 
40 -2- 10-7 ¢ U/5,0646 1,5 - 10-8 g Ovarpaar 1,5- 10-4° U und 
das Ovaruran 7,6- 10-69 U. Obgleich der Schwund der Eierstécke 
nicht nur auf Kosten der organischen Substanz ging, ist das Ovaruran 
nur mabig vermindert worden, 


Die Prostata 


eines zeugungsfihigen Mannes unbekannten Alters vom Gewicht 
20,0565 g zeigte in der Asche 2- 10-7 g U, woraus sich, wie friiher 
berechnet, ergab: 4-10-7qgU/qg Prostata = 4-10-5°° U und das 
Prostatauran von 8+ 10-689 U, 


Die Schilddriise. 


Aus vier lebensfrischen, normalen Schilddriisen von himbeerroter 
Farbe und dem Gesamtgewicht von 88,5501 ¢ konnten in der Asche 
von 0.8108 ¢ 6,26. 10-7 qSi/g Driise abgeschieden werden. AuBer 
Kupferspuren wurde auch Arsen nachgewiesen. Infolge der Schwierig 
keit, die die Eliminierung der Phosphationen mit sich brachte, muBte 
in zwei Fraktionen gearbeitet werden: a) in der normal erhaltenen 
Lésung und b) in dem beim dreimaligen MitreiBen erhaltenen Uranrest 
Bei a) lag 1 - 10-6, bei b) 1 - 10-9 g U vor, woraus sich ergab: 40 (1 - 10~-° 

1-10-98) g U/88,5 4.52 - 10-7 q U /Schilddriise 1,52- 10-85% U 
In der normalen Schilddriise liegt durchschnittlich das Organuran 
1-10-59 VU vor. 
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Menschliches Blut. 


Das im Korper eingeschlossene Blut verandert sich nur nach dem 
natiirlichen Tod und bei vorangegangener langer Krankheit rascher. 
Anders verhalt es sich bei einem unnatiirlichen Tod, wonach ver- 
schiedene Organe noch verschieden lange lebensfahig bleiben (Sperma). 
Das aus der rechten Herzkammer der Frau, deren Ovaruran bestimmt 
wurde, abpipettierte Blut war anscheinend noch 60 Stunden nach dem 
Tod unverindert. In der rotbraunen platinhaltigen Asche wurden die 
[onen entfernt: F, Si, As, P, Cu, Fe, Mn, Al, Ca. 

Es ist wegen der Spuren Seltener Erden mit salzsaurer Lésung in 
Gegenwart von Hydroxylamin und reinstem Ammoniak gearbeitet und das 
Filtrat unter Zusatz von restlos uranfreiem Ferrichlorid gefallt worden. 
Die Spuren der Seltenen Erden wurden mit kalt gesattigter Oxalsdiure 
heiB (2) abgetrennt. 

Die Fluoreszenz war 2 - 10~-% g U, woraus sich ergibt: 40 -2-10~-%g 
U/200 cem Blut {- 10-109 U com Blut, somit die gleiche GréBen- 
ordnung, die in der Substanz des Hiihnereies vorliegt. In der Voraus- 
setzung, daB etwa 5000 ccm Blut im Kérper enthalten waren, betragt 
das Bluturan 2+ 10-6 g, eine GréBenordnung, die sich in der Niere, im 
Hirn, in der Samenblase, im Ovar und der Prostata vorfindet. 

Der normal entwickelte Embryo dieser Frau bot Gelegenheit, zu 
untersuchen, ob er von der Mutter Uran mitbekam. 

Das Abtropfblut der embryonalen Leber ergab in 25 ccm die GréBen- 
ordnung 10-19 g U, die J his n- 10-10qg LU /eem Blut entspricht. 


Die embryonale Leber 
wog 120 g, die Milz 6g; es besteht beim 7 Monate alten Embryo nicht 
das nachembryonale Verhi!tnis 10 bis 11 g Lebergewicht: 1g Milz- 
gewicht. Die embryonale Leber ist 20mal schwerer als die Milz. 

Der nicht zur Blutgewinnung benutzte Leberrest von 42,8818 ¢ 
ergab 5-10-7¢ U, wonach vorlagen: 40-5- 10-7 g¢ U/42.8818 166 
- 10-79 U'g embryonale Leber {66+ 10-5°% U und das Leberuran von 
5,59- 10-54 U, 

Die embryonale Milz 


enthielt 5-10-7¢ U, somit: 40-5-10-7¢ U/6 3,3+10-6q U/g 
embryonale Milz = 3,5- 10-49.) U und das Milzuran von 1,98, rund 
2-10-59 U. 

Die embryonale Schilddriise 


von 0.79538 ¢ enthielt 10-7¢ U, daher: 40-10-77 ¢ U/0,7953 — 5,04 
- 10-69 U embryonale Schilddriise 5.04 - 10-4 l’ und das Schild- 


driisenuran von 4-10-% gq. Die Uranmengen sind gegentiber denen des 
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nachembryonalen Zustandes wesentlich gedindert. Der positive Nachweis 


des Urans im menschlichen Embryo lait es auch hier als Bioelement 
erkennen. 
Riiekblick und Folgerungen. 

Aspergillus enthielt 6,37-10-°g U/g Kultur, in seinen Sporen 
5,68 - 10-7 ¢ U/g, somit um eine GréBenordnung mehr als im Gesamt- 
pilz. In 

Brandsporen ist eine weitere Konzentrationssteigerung zu 2,3 - 10-6 
festzustellen. In beiden Fallen wird Uran voa einer Generation auf 
die andere tibertragen. Vererbung ist das sicherste Zeichen lebeas- 
wichtiger Molekel. Uran wurde in Pilzsporen als Bioelement erkannt. 
Da es sich nicht um Einzelfaille handelt, geht daraus hervor, daB in 
wahllos untersuchten pflanzlichen Samen Uranspuren vorgefunden 
werden, wie 1-0-7 ¢U/l000g Mais bzw. 3,2- 10-1°g¢ U/1000 ¢ 
Bohnen. Uran ist auch in pflanzlichen Samen als Bioelement erwiesen. Im 

Hiihnerei findet sich in der Eischale 2 - 10-7 g U vor. In der Brut- 
zeit kann, herriihrend von dem in der Eischale verteilten Uran und 
anderen aktiven Substanzen, eine durch «-, B- und y-Strahlen ver- 
ursachte schwache Veranderung der photographischen Platte erkannt 
werden. Das 

Bluturan von 2 - 10-6 wird im Blute, das ein kolloid-fest-fliissiges 
System mit po = 7,36 ist, in dem weiBe und rote Blutkérper sowie 
Blutplattchen vorliegen, nur in Verdiinnung von etwa 4 - 10-19 g U/eem 
transportiert. In der Blutfliissigkeit finden sich pro °/o) vor: 3,4 Cl’, 
2,2 SO,, 1,2 verschiedene Phosphationen und 1,6 HCO;. Wahrend die 
Phosphationen zu wasserunléslichen Bindungen fiihren, bilden die 
anderen Anionen wasserlésliche Salze, wobei CO, und HCO, wasser- 
lésliche Komplexe erzielen kénnen. Die Tatsache, die sich aus den 
Experimentalergebnissen tiber den unterschiedlichen Urangehalt des 
Knochensystems und der verschiedenen Organe ergab, laéBt dar auf 
schlieBen, daB Uran in komplizierter Weise im Blute zirkuliert, seine 
Konzentration andert und stellenweise Urandepots errichtet werden. 
Die Urankonzentration von 

Hirn, in dem in einer durchschnittlich mehr als 1320 ¢ schweren 
organischen Sinnessubstanz anscheinend 2,56 - 10-6 vorliegt und im 
Grobhirn mit der Konzentration 1,9-10-%g U/g wirksam wird, ist 
beachtlich, weil neben anderen katalytisch wirkenden Elementarspuren 
auch das radioaktive Uran eingebaut ist. In der 

Samenblase mit 3,6 bis 5,97 - 10-6 g Organuran, die teils als Samen- 
behalter, teils als Absonderungsorgan dient, liegt die gleiche GréBen- 
ordnung, wie sie als Organuran im Hirn gefunden wurde, vor, doch 
ist sie mit der starkeren Konzentration 2,72 bis 3,63 - 10-7 g U/g wirk- 
sam. Das Ovar mit dem Organuran 8 - 10-6 ¢ U und der Konzentration 
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3.27-10-7 ist beziiglich der Verdiinnung der Samenblase nahezu 
angeglichen. 

In der Prostata, deren Sekret erst den Faden nach dem Vermischen 
mit dem zu stark konzentriert gebotenen Samen die zur Befruchtung 
notige Beweglichkeit verleiht, liegt dieselhe Organuranmenge wie das 
Ovaruran §- 10-6 vor. Bei der Prostata scheint ein geringes Plus zu 
iiberwiegen: Ovar, 3,27-10-7¢ U/g, Prostata, 4:-l0-7¢ U/g. Ver- 
mutlich wird der Wettlauf der Samenkérper zum Ei auBer durch Duft- 
stoffe auch durch elektrische Einfliisse ausgelést. In der normalen 

Schilddriise, mit dem auffaillig hohen Organuran 1] - 10-5 g ist ein 
Urandepot geschaffen, das auf das Wurze!lsystem héherer Pflanzen 
iibertragen, diese bereits etwas schadigt. Die gleiche Verdiinnung ist in 
den meisten Heilthermen anzutreffen, deren Ursprung in unbekannten 
Tiefen liegt. Vergleicht man die Verdiinnung 4,52-10-7¢ Ug mit 
der das Urandepot wirkt, so findet man sie gegentiber der der Prostata 
(4- 10-7) knapp, giinstiger gegeniiber der Samenblase (3,62 - 10-7) und 
noch stirker gegeniiber dem Ovar (3,27- 10-7) vermehrt. Der Ein- 
fluB der Schilddriise auf die Geschlechtssphare spiegelt sich in den 
untereinander korrespondierenden Organen anscheinend mit zahlen- 
maBig abgestuften Beziehungen wieder. Diese relativ hohen Uran- 
konzentrationen sind kaum zufallig mit héheren Jodkonzentrationen, 
beide Stoffe wirken stark oxydierend, gepaart. Wenn in der noch 
spairlich entwickelten 

embryonalen Schilddriise das Schilddriisenuran nur 4 - 10~8, somit 
um drei GréB8enordnungen gegeniiber dem nachembryonalen Stadium 
herabgemindert ist, so wirkt sie doch mit der starkeren Konzentration 
5,03-10-8g U/g Driise, was zu besagen scheint, daB sie verhaltnis- 
maBig gréBere Arbeit zu leisten hat. Es fallt auf, daB auch die 

embryonale Leber mit dem Organuran 5,59 - 10-5 g das nachembryo- 
nale Schilddriisenuran von 1 - 10-5 bedeutend iiberragt, und sogar mit 
{66-10-79 U/g U wirkt, die nur noch von der 

embryonalen Milz sowohl in Organuran wie beziiglich der Kon- 
zentration 3,3-10-8¢ U/g iibertroffen wird. Auf die betrichtliche 
Volumenverschiedenheit im vor- und nachembryonalen Zustand wurde 
bereits aufmerksam gemacht. Die Arbeit der Leber, wie etwa: Umsetzen 
des vom Darm bereitgestellten Traubenzuckers in Glykogen und um- 
gekehrt, Bildung von Harnstoff, Oxydation der Darmgifte, Abfangen 
giftiger Metallspuren, ist im embryonalen gegentiber dem nachembryo- 
nalen Zustand verschieden, da es sich darum hande!t, méglichst rasch 
den Embryo zweckmaBig aufzubauen, zumal dann, wenn die Er- 
nihrung nicht mehr durch den Dotter gewahrleistet ist und die Er- 
naihrung durch den Nabelstrang vom miitterlichen Blut einsetzt. Erst 
im 9. Monat, einem Alter, das der untersuchte Embryo infolge des Todes 
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der Mutter nicht mehr erreichte, findet sich in der Gallenblase Gall 
in der Harnblase Harn und im Darmkanal Kindspech vor. Wie ver 
schieden die Arbeitsleistungen der b!utbiJdenden Organe im vor- und 
nachembryonalen Zustand sind, geht mit daraus hervor, da} im nach 
embryonalen Stadium das rote Mark und die Milz als vorzugsweis: 
Blutstatten roter Blutkérper anzusehen sind, wahrend die im embryo 
nalen Zustand ganz auffallig volumenvergréBerte Leber die von der 
Milz noch ungefairbten Blutzellen anfarbt und sie in normale kern- 
haltige umwandelt. In der nachembryonalen 

Niere ist nur das Organuran 1,6-10-6 nachweisbar. Ihre Kon- 
zentration ist drtlich verschieden: 3,34 - 10-9 und 1,31 - 10-8. Sie emp- 
fangt auch nur Stoffe, die fiir den Kérper zweck!los oder schadlich ge- 
worden sind. Im wesentlichen besteht ihre Arbeit in Filtration. Die 
Uranverdiinnung, die bei den inneren Nierenteilen, somit am Ende des 
Fi/terapparats und im Nierenbecken vorliegt, entspricht sinngemaB dem 
Urangehalt des Harns 1,5 - 10-8 g U/Liter. Schon bei der 

Hefe, dem Aspergillus und den Brandsporen wie in den menschlichen 
Organen, die im vorangehenden besprochen wurden, ist stets Eisen von 
Mangan begleitet. Es liegen zwei Schwermetalle vor, die noch mit dem 
schwersten aller noch heute !ebenden Metalle gepaart sind, dem Uran. 
Diese Triade kann dureh Licht- und Wiarmewellen ihre Wertigkeit 
andern und oxydierend wirken. Das Uran unterscheidet sich von seinen 
beiden Begleitern dadurch, daB es ein in staéndige Aufspaltung begriffenes 
Mutteratom hat, das die verschiedensten und verschieden langlebigen 
Tochterprodukte ergibt. Ein standiger Begleiter des Urans in der 
anorganischen Welt ist das Thorium. Seine, dem Uran Ahnelnden 
Kigenschaften beziiglich Loéslich- und Fiallbarkeit lassen mit Wahr- 
scheinlichkeit vermuten, daB es gemeinsam mit diesem in pflanzliche, 
tierische und schfieBlich menschliche Kérper gelangt. Bei einer etwa 
achtziggliedrigen Versuchsreihe war bisher kein einziger uranfreier und 
vermutlich auch thoriumfreier Organismus angetroffen worden. Die 
Ubiquitét des Urans in der anorganischen Welt scheint sich in der 
belebten fortzusetzen. Kalium und Phosphor sind als lebenswichtige 
Atome erkannt. 5°) aller Kaliumatome sind Kaliumisotope 41, die 
B- und y-Strahlen entsenden, Das Phosphoratom ist ahnlich wie das 
lebenswichtige Schwefelatom induzierter Aktivitat zuganglich. Die 
auffallige Haufung der verschiedensten und verschieden langlebigen 
Atome, gepaart mit induzierten Elementen, weist auf den nicht aus- 
schlieBbaren Lebensfaktor der Radioaktivitat (Bioradioaktivitat) hin. 

Man erklarte aus Aminoséuren und Nuclein erbaute, im Wirtsorganismus 
mutierbare Viren, die nur von ihresgleichen gezeugt werden bzw. EiweiBstoffe 
des Wirtes in artfremdes Eiwei8, aus dem sie bestehen, umsetzen und in 
Gitterform auftreten, als Zwischenglieder der belebten und unbelebten Welt 
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bzw. als Urzellen des Lebens. In der anorganischen Welt spielen sich 
zeugungsihnliche Vorginge bei radioaktiven Atomen ab, so da man von 
Mutter- und Tochteratomen spricht. Diese anorganische Zeugung ist ent- 
sprechend der dermaligen physikalischen Umstande dadurch spezifisch 
charakterisiert, daB Mutter- und Tochteratome ungleichartig sind und der 
Vorgang nicht mit der Spaltung alter, primitiver, ungeschlechtlich vermehr- 
barer Organismen gleichzustellen ist. Man spricht von Atomrassen und den 
durch sie bedingt spezifischen Folgegeschehen. Anscheinend hat die 
sch6pierische Natur im Laufe groBer Zeitlaufe und unter den verschiedensten 
Umstinden in ahnlicher Weise immer neue Formen erbracht. Als die 
Forschung auf das submikroskopische Reich der Viren stieb, erhielt man 
den Eindruck, als wire man bis auf eine Unterstufe des organischen Lebens- 
bereichs vorgedrungen, von welcher Plattform aus spater in hoéhergleitendem 
stufenweisem Geschehen solange zielerstrebte Lebensformen  gestaltet 
wurden, bis der menschliche Organismus die letzte Folge war, der bei 
seinem Aufbau immer wieder genétigt ist, im embryonalen Zustand alle 
jene fiir ihn ungeniigenden Daseinsstufen kurzfristig zu wiederholen (Keim- 
geschichte). Die unter véllig geinderten Umstanden, als sie heute gegeben 
sind, kompliziert erbauten Atome radioaktiver Elemente drangen nach 
einem neuen Geschehen, das einem Vermehrungsakt deshalb nicht gleich- 
zusetzen ist, weil ihm das Kriterium, seinesgleichen zu zeugen, fehlt. 
Dagegen sind sie als Bioelemente im Zeugungsakt lebender Korper ein- 
gegliedert und nehmen an den Lebensfunktionen integrierenden Anteil. 


Literatur, 

1) Josef Hoffmann, diese Zeitschr. 311, 311, 1942. 2) Derselbe, 
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Untersuchungen tiber einige Polysaccharide 
der Flechten, vornehmlich das Lichenin 
und das neuentdeckte Pustulin. 


Von 
Birger Drake. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockho'm.) 
(ELingegangen am 25, August 1942.) 


Mit 3 Abhildungen im Text. 


Das Lichenin wurde zum erstenmal im Jahre 1808 von Berzelius 
dargestellt, der den Stoff Flechtenstirke nannte (1). Man hat gefunden, 
daB es in einen in Wasser leicht léslichen Bestandte?, das I[solichenin 
(Flechtenstirke), und in einen schwerléslicheren, dem man den Namen 
Lichenin (Flechtencellulose) gab, aufgeteilt werden kann. Um 1920 
wurde dem Lichenin ein ziemlich eingehendes Studium gewidmet, 
besonders von P. Karrer (2), der behauptete, daB das Lichenin mit der 
Reservecellulose identisch sei, und weiter von H. Pringsheim (3). 
Leider miissen wir immer noch den Worten des ersteren beistimmen: 
.,Die chemische Natur des Lichenins und seine Beziehung zu anderen 
Polyosen sind trotz zahlreicher Untersuchungen, die sich tiber fast 
100 Jahre erstrecken, bis heute unbekannt geblieben‘ (2a). 


Allerdings wissen wir, daB das Lichenin ein Polysaccharid ist, das 


ausschlieBlich aus 6, d-Glucopyranose zusammengesetzt ist, und dal 
die Kohlenstoffatome 1 und 4 die Bindungen zwischen den Zucker- 
resten vermitteln. Dies ist aber das Kennzeichen der gewéhnlichen 


Cellulose und die Ursache der verschiedenen Eigenschaften der Ce!lulose 
und des Lichenins birgt noch einige Ratsel. 

Zwei Versuche zur Erklarung dieses Problems sind bisher gemacht 
worden. Entweder denkt man sich, wie es Staudinger tut, die Glucose- 
reste in verschiedener Weise im Raum gelagert, z. B. bei der Cellulose 
in geraden, bei dem Lichenin in verzweigten oder maanderférmig ge- 
kriimmten Molekiilen (4). Der zweite Vorschlag stammt von Hess und 
Lauridsen (5). Sie denken sich die Molekiile als nur aus Cel'obiose- 
einheiten aufgebaut, die aber abwechselnd durch 1,1- und 4,4-Bindungen 
miteinander verbunden sind. Hierdurch wollen sie die quantitative 
Bildung von Cel'obiose bei gewissen enzymatischen Spa!tungen erklaren, 
was jedoch ziemlich tiberfltissig erscheint, weil die Fahigkeit zur Cello- 
biosebildung ebensogut dem Enzym zukommen kénnte, auch wenn 
alle Bindungen vom Cellobioset ypus waren. 
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Bei meinen Untersuchungen, die urspriinglich darauf hinzielten, 
einigermaBen zur Lésung der erwihnten Prob!eme beizutragen, wurde 
immer deutlicher, daB das Polysaccharid, das aus Umbilicaria pustulata 
gewonnen war, mit dem aus Cetraria islandica gewonnenen Lichenin 
nicht identisch war. Die zweite Halfte meiner Arbeit bestand also 
zunachst darin, einen Beweis dafiir zu geben, daB die neue Substanz mit 
einem friither bekannten Stoff nicht identisch ist, und weiter darin, ihre 
chemische Konstitution festzustellen. Es ist mir gelungen, zu zeigen, 
daB die neue Substanz — die ich Pustulin genannt habe — aus Glucose- 
resten aufgebaut ist, die zum Unterschiede vom Lichenin durch 1,6-Bin- 
dungen verbunden sind. Die folgenden Flechten wurden untersucht. 


Cetraria islandica, 

Umbilicaria pustulata (L.) Hoffm. 

Umbiliecaria hirsuta (Sw.) Ach. 

Cladonia rangiferina (L.) Web., mit Cladonia silvatica (L.) Hoffm. 
gemischt. 

Cladonia alpestris (L.) Rabh. 

Parmelia furfuracea (L.) Ach. 

Evernia prunastri (L.) Ach, 

Cetraria islandica wurde im ,,Apotekarnas Droghandel* gekauft; die 
iibrigen Flechten wurden auf der Insel ,,Lové“ in der Nahe von Stockholm 
gesammelt. Die Bestimmung dieser von mir selbst gelesenen Flechten 
habe ich Herrn Fil. lic. 7. 2. Hasselrot, Uppsala, zu verdanken. 

Die Polysaccharide wurden nach der Methode von K. Hess u. H. Friese} 
oder von AK. Hess u. L. W. Lauridsen? hergestellt. Meine Ausbeuten be- 
trugen 20 bis 30%. Die nach einer von diesen Methoden erhaltenen grau- 
braunen Praiparate wurden folgendermaBen weiter gereinigt (Alein, |. c.). 
10 Teile Rohpraparat werden in 600 Teilen Wasser gelést und gegen 250 Teile 
2n Natronlauge zugesetzt, bis Lésung eintritt. Nach Filtrieren durch 
Asbest wird Kohlensaure eingeleitet, bis ein Tropfen der Lésung Phenol- 
phtbalein nicht mehr rétet, wonach soviel konzentrierte Sodalésung zu- 
gesetzt wird, daB die Phenolphthaleinreaktion wiederkehrt. Nach dem 
Ausfrieren hinterbleibt das Lichenin als eine (fast) weiBe, gut filtrierbare 
Ausflockung, die mit Alkohol und Ather entwassert wird. Ausbeute 65 bis 
77%. Falls nétig, wurden die so erhaltenen Praparate noch durch Zentri- 
fugieren ihrer heiBen Lésung gereinigt (6). Ausbeute 85 bis 95°5. Das 
Obenstehende gilt zunachst fiir Cetraria islandica und die beiden Nabel- 
flechten (Umbilicaria pustulata und hirsuta), aber mit gedinderten Werten 
der Ausbeuten auch fiir die iibrigen Flechten. Aus Cladonia alpestris 
wurde ein Polysaccharid gewonner, dessen Rohgewicht 2° von dem 
Gewichte der Flechte betrug, wihrend dagegen beim Kochen der Mischung 
von Cladonia rangiferina und silvatica (die im Weiteren ,,gewOhnliche 
Renntierflechte’‘ genannt wird) fast nichts erhalten wurde. Die Ausbeute 
von Lichenin aus Parmelia furfuracea war 13°, und von Everniin aus 
Evernia prunastri 3%, 


1 Klein, Handb. d. Pflanzenanalyse III /1, 8.45. Berlin, Springer, 1932; 
Ref. Chem, Centralbl. 1931, II, 3459. — ? Ber. 78, 115, 1940. 
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Der Aschengehalt der reinen Praiparate war (< ) 0,3°, und ihr Wasser- 
gehalt in der Regel 10 bis 15°, (bei 126° bestimmt). Der Stickstoffgehalt 
eines Pustulinpréparats war 0,1% (Dumas, halbmikio). Von den ganz 
reinen Priparaten wurde etwa 0,1 g in 15 cem Wasser gelést und die optische 
Drehung im Na-Licht im 2-dm-Rohr gemessen. 10 ¢cm dieser Lésung 
wurden mit 2,0 cem 7,5n Natronlauge versetzt, auf 15 cem verdiinnt und 
die Drehung wieder beobachtet. 0,45 g Borsiiure wurden zugesetzt (Volumen. 
vergr6Berung hierbei 1 bis 2%) und die Diehung zum dritten Mal fest- 
gestellt. Die Triacetate von Lichenin und Pustulin wuiden durch Be 
handlung mit Essigsiureanhyd:id in Pyridin (7) aus je 2g hergestellt. Die 
so erhaltenen Priparate lésten sich nicht vollstindig beim halbstiindigen 
Kochen unter RiickfluB mit Chloroform, weshalb vom Ungelésten ab 
filtriert wurde. Die Filtrate wurden nach Eindunsten im Vakuum mit 
Benzin gefallt und nach der Vorschrift, die von K. Hess u. L. W. Lauridsen! 
fiir das Trimethyllichenin gegeben wurde, weiterbehandelt. Der |«]-Wert 
des Triacetyllichenins stimmt recht gut mit den Angaben der Literatur, 
namlich 36° (8) und 32° (9). 

In den Tabellen I und II bedeutet ,,°,**: g geléste Substanz in 100 cem 
Lésung (in Tabelle I in der Wasserlésung; entsprechend weniger in den 
iibrigen Lésungen). U.p. bedeutet, daB das Praparat aus Umbilicaria 
pustulata, U.h., daB es aus Umbilicaria hirsuta hergestellt ist. 
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Tabelle I. Spezifische Drehung, [«]). 





d:0+0,5m 


Stoff % H,O InNaOH “*F QO, 
ee Oe or ee ET ee a 1,05 + 20 + 120 + 4° 
PO MO USD. ono vicnse ee enone 0,58 — 449 | (— 40°) — 379 

me OS Sy See Ap a Se Peer 0,63 — 44,59; — 35° 38° 
is Mela st Sirah preter ae 0,62 43° 360 - 370 


Tabelle II. Spezifische Drehung, [«]%j’. 





Stoff % In CHCl, 
Triacetyllichenin .............. 1,26 — 34° 
Triacetylpustulin .............. 0,58 + 9? 


Lingelsheim hat gefunden, daB das Lichenin von Tannin gefallt 
wird (10), was aber schon von Berzelius erwahnt wurde (1), und hat 
darum das Tannin als Reagens verwendet, um das Lichenin bei mehreren 
Flechten nachzuweisen, besonders innerhalb der Gattung Cetraria. 
Er zeigte, dab Isolichenin, Fumarprotocetrarsiure und Lichesterinséure 
keine Fallung mit Tannin geben; er hat aber das Verhalten des Everniins 
zu Tannin nicht untersucht. Meine Versuche auf diesem Gebiete haben 
folgende Resultate gegeben. 

Lichenin aus Cetraria islandica oder aus Parmelia furfuracea gibt 
auch in ziemlich geringer Konzentration eine Fallung mit Tannin. 


1 Ber. 78, 118, 1940. 
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ige Tannin- und 0,05 °, 


ore 


l6sungen vermischt, so entsteht eine deutliche Fallung, die jedoch erst 


Werden z. B. gleiche Volumina 0,5 ° ige Lichenin- 
nach einigen Stunden sichtbar wird, Gefalit wird auch das Everniin 
und das nicht naiher untersuchte Polysaccharid, das aus Cladonia 
alpestris gewonnen wurde. Dagegen gibt das Tannin keine Fallung mit 
Pustulin, das aus den beiden Nabelflechten hergestelit ist, und ebenso- 
wenig mit filtrierten Extrakten aus der gewéhnlichen Renntierflechte. 
Die aus Tannin und einem fil.baren Polysaccharid gewonnenen Nieder- 
schlage sind in warmem Wasser ldéslich, fallen aber beim Abkiihlen 
wieder aus. Weiter entstehen sie nur in neutralen Lésungen. Ein Zusatz 
von Natron!auge oder Essigsaure verhindert ihre Bildung bzw. lést sie, 
wenn sie bereits als Fallungen vorliegen. 

Ulander und Trollens teilen die Flechten nach dem Verha!tnis der- 
selben zu kochendem Wasser in zwei Gruppen ein (11). Eine, fiir welche 
die Renntierflechte den Typus bildet, gibt beim Kochen fast nichts ab, 
wihrend die andere, deren Typus Cetraria islandica ist, bei derselben 
Behandlung eine reichliche Ausbeute von schleimigen, erstarrenden 
Produkten gibt, die nach Lingelsheims Untersuchungen mit Tannin 
fallbar sind. Diese Einteilung kann als unvollstandig betrachtet werden, 
da wir jetzt mehr von den Polysacchariden der Flechten wissen, als 
Ulander-Tollens und Lingelsheim. Ich méchte, wenigstens vorlaufig, 
eine Einteilung in vier Gruppen vorschlagen, wobei auch die Eigen- 
schaften der Polysaccharide in anderer Beziehung beriicksichtigt werden, 
z. B. auf folgende Weise: 


Flechten. 


Beim Kochen mit Wasser abgegebene Stoffe 


en 


= 
Polysaccharide keine 
+ Tannin Gruppe IV. 
mon ees 
< he 
keine Fallung Fallung 
[aly = — 44° [e]p = +2 [a]p = + 198° 
(Pustulin) (Lichenin) (Everniin) 

Gruppe I. Gruppe II. Gruppe III. 


Ob Ubergiinge zwischen diesen Gruppen existieren, wissen wir noch 
nicht. Fiir eine soleche Annahme spricht die Flechte Cladonia alpestris, 
die eine Zwischenstellung zwischen der Gruppe [V und einer der iibrigen 
einzunehmen scheint. Das letzte Beispiel zeigt auch, daB diese Gruppen 
kaum der flechtensystematischen Einteilung entsprechen kénnen. Die 


































392 B. Drake: 
Tatsache, dab die beiden Nabelflechten Pustulin enthalten, deutet 
jedoch auf einen gewissen Parallelismus zwischen den be.den Ein 
teilungen. Hier sei bemerkt, daB Zellner! aus der Nabelflechte Gyro- 
phora Dillenii (Tuck.) Miill. ein Lichenin hergestellt hat. Da er aber 
keine Drehungswerte angibt, kann es sich ebensogut um das Pustulin 
handeln. 
Fermentative Spaltungen. 


Die enzymatische Hydrolyse des Lichenins und des Pustulins habe 
ich durch Spaltungen mittels Luizym (12) und Ma!zextrakten studiert 
Die Resultate der folgenden Versuche (Tabelle III) sind in den Ta- 
bellen LV bis VI und in der Abb. 1 wiedergegeben. Temperatur 37° C 
.t bedeutet die Zeit in Stunden; ,,2‘‘ bedeutet mg Zucker, bestimmt 
als Glucose nach Willstdtter-Schudel in entnommenen Proben (5 bzw. 


























1 Zellner, Ref. Chem. Centralbl. 1935, IT, 1901. 


4 cem), 
Tabelle IIT. Ubersicht itiber die Versuche. 
Auf 200ccm gelédst 
Nr. Stoff 
mg Polysaccharid Tabl. Luizym 
1 PMNERS crc assacays suey se atv Reed de 200 0,5 
2 | SSR RG brie Olan ae tte 300 Lt 
¢ { DN 4. op thy vce. ue cee t wees 870 
3 | PE oon oh Sa AS a aie 850 1,0 
Tabelle IV. Lichenin und Luizym., 
t x a—zr log(a-—2) t x a—zx log(a—z) 
0 0 10,7 1,03 8 7,25 3,45 0,54 
2 2,4 8,3 0.92 10 8,2 2,5 0,40 
4 435 6,35 0.80 12 8,8 1,9 0,28 
6 6,0 4,70 0,67 | co a=10,7(Einwaage) 
Die Reaktion ging nur zu x = 9,8 fort. 
Tabelle V. Pustulin und Luizym., 
t x a—az log(a—z) t x a—zx log(a—z) 
0 0,0 8,4 0,93 60 5,95 2,5 0,40 
12 1,4 7,0 0,85 72 6,55 1,8 0,26 
24 2,65 6,76 0,76 84 6,95 1,5 0,18 
36 3,9 4,5 0,65 96 7.2 
48 5,0 3,4 0,53 | co || a= 8,4 (Einwaage) 


Die Menge der Lésung reichte nicht dazu aus, einen Endwert zu be- 
stimmen. 
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, ; ; P : 
Tabelle VI. Lichenin, Pustulin und Luizym., 

















t x t 2 t x t x 
1 0,7 7 3,55 15 4,1 60 5,3 
2 i3 8 3,7 21 4.3 70 5,5 
3 1,8 9 3,8 24 4,4 80 5,65 
4 23 10 3,9 30 4,55 90 5,8 
5 2,8 1l 3,95 40 4,85 100 5,9 
6 3,3 12 4,0 50 5,1 co 6,7 
L706 ; 
j ae 
t=80 


Abb. 1. Versuch 3 (Erklirung im Text). 


Aus einem Diagramm iiber log (a—x) als Funktion der Zeit in 
den Versuchen 1 und 2 ist direkt ersichtlich, daB der Quotient der 
beiden Spaltungsgeschwind gke.ten etwa 7 ist. Wenn man auBerdem 
beriicksichtigt, daB die Enzymmenge pro Gewichtseinheit im Versuch 2 
gréBer ist als im Versuch 1, so findet man, da das Pustulin etwa zehnmal 
langsamer als das Lichenin gespalten w.rd. Werden im Versuch 3 
Tangenten der Kurve gezogen, so da ihre Neigung die Hydrolysen- 
geschwind gkeit der be.den Po!ysaccharide am Anfang der Spa'tung 
angibt, so ist der Quotient der beiden Neigungen etwa 20. Die ,,Pustu- 
lasewirkung* eines Extrakts von Griinma!z scheint auch etwa zwanzig- 
mal kleiner zu sein als seine ,,Lichenasewirkung“. 

Ob sich beide Polysaccharide von der Lichenase hydrolysieren 
lassen oder ob es eine spezifische Pustu!ase gibt, ist nicht naher unter- 
sucht worden. 

Siurehydrolysen., 

Bei meinen Hydrolysenversuchen mit 51 %iger HySO, habe ich 
hauptsichlich die von Freudenberg und seinen Mitarbeitern benutzten 
Methoden befolgt (13). Einige Modifikationen seien jedoch erwahnt. 
Zwecks Materialeinsparung wurden in jedem Versuch nur etwa 0,9 g 
in etwa 141 g Saure gelést. Die Bestimmungen des Reduktionsvermégens 
der Lésungen, die bei 18 bzw. 31° aufbewahrt wurden, wurden nach 
Willstatter-Schudel ausgefiihrt, wobei zu einer entnommenen 1,00-ccm- 
Probe 4ccm 0,05n Jodlésung, die mit einer 0,01 n Thiosulfatlésung 
zuriicktitriert wurden, zugesetzt wurden. (Blindprobe 20 ccm; jeder 
ecm entspricht 0,9mg Glucose; 100 %ige Hydrolyse 9 bis 10 ccm.) 
Die optischen Drehungen der Lésungen wurden im Na-Licht bestimmt 
(100 %ige Hydrolyse entspricht « = etwa + 1,1°). Die extrapolierten 

Biochemische Zeitschrift Band 313. 96 
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Anfangsdrehungen der beiden Polysaccharide waren -+- 3° fiir das 
Lichenin und — 68° fiir das Pustulin. Folgende Bezeichnungen werde1 


benutzt. 


o titrimetrischer Spaltungsgrad 
a” polarimetrischer (scheinbarer) Spaltungsgrad 
Zeitangabe in Stunden (fiir « 0,1 und 0,9 nicht ganz zuverlassig 

r mittlerer Reaktionsparameter, berechnet nach der Gleichung 

P 1/60 ¢+ In (1/1 a). 
k P-Werte zu t 0 extrapoliert. 
U = Aktivierungswitme (Cal/Mol). 

U 


4 »sterischer Faktor‘*, berechnet nach der Gleichung k ise * . 


[M]| (= [Mn]/n) molekulare Drehung pro Kettenglied (Na-Licht). 

Um meine k-Werte mit denen Freudenbergs vergleichbar zu 
machen, habe ich auch die Titrationskurven der Maltose und der Cello 
biose bestimmt. In der Tabelle X bedeutet Q den Quotienten aus 
Freudenbergs (Ff) und meinen (2) Werten. 


Tabelle VII. Versuche 4 und 5. 18°C. 








Lichenin Pustulin 
. t P a! t Pr a’ 
0,0 0 (0,445) 0 (0,408) 
0,1 39 (0,45) 0,12 41 (0,43) 0,10 
0,2 81 0,460 0,24 84 0,443 0,21 
0,3 127 0,468 0,34 129 0,461 0,32 
0,4 180 0,473 0,45 177 0,481 0,42 . 
0.5 240 0,481 055 232 0,498 0,53 
0,6 313 0,488 0,65 293 0,522 0,63 
0,7 408 0,493 0,75 374 0,537 0,73 
0,8 535 0,502 0,83 (480) (0,56) (0,82) 
0,9 (730) (0,526) (675) (0,57) (0,91) 
‘1,0 (0,52) 

Tabelle VIII. Versuche 6 und 7. 31°C. 
Lichenin Pustulin 
, t P a! t P a’ 

0,0 0,0 (3,94) 0,0 (4,02) 
0.1 4,7 (3,74) 0,13 4,3 4,09 0,10 
0,2 9,2 4,04 0,25 8,8 4,23 0,20 
0,3 14,5 4,10 0,35 13,9 4,28 0,31 
0,4 20,5 4,15 0,45 19,4 4,38 0,41 
0,5 27,4 4,22 | 0,55 25,9 4,46 0,52 
0,6 35,9 4,26 0,65 33,7 4,54 0,62 
0,7 46,5 4,32 0,75 43,5 4,61 0,72 
0,8 62,5 (4,3) 0,83 57,5 4,67 0,82 
0,9 (97—98) (4,0) (0,92) (85) (4,5) (0,91) 


(4,5) (4,9) 
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Tabelle IX. Zusammenfassung der Reaktionskonstanten. 





Stoff / ho t {-10 
| 2919 0,45 41% 
EME oc on cade eo 5 my 304.0 24 29 800 105 
, | 291° 0,41 : 
Yue = ; 31 400 SVU 
NES ee 2040 40 314 l 
NE et sored de pork tat 303° 759 
OE ee eee 303° 5,0 


Tabelle X (Erklarung im Text). 





Stoftf I (Im Jahre) D Q 
Reena ee 11,6 19.0 7,9 1,47 
P : 8,86 1930 e (1,79) 
: - 5.0 
CRON 5 okies wane ees 6.94 1935 ), 139 


Ks ist ersichtlich, daB eine Erhéhung meiner Werte um etwa 40° 
sie mit den Werten Freudenbergs vergleichbar machen. Die Ursache 
der verschiedenen Geschwindigkeiten ist vermutlich die, da meine 
Siure dj; — 1,410, die Siure Freudenbergs hingegen d;5 =~ 1,415 hatte. 
0.7% Senkung der Saiurekonzentration bewirkte nach Freudenberg die 
verbliiffend groBe Anderung der Reaktionskonstante bei 18° von 0,39 
zu 0,305 - 10-4 (14). Vergr6éBern wir also meine Werte um 40 °° und 
vergleichen die so erhaltenen Zahlen (319-Werte zu 30° umgerechnet) 
mit denen, die Freudenberg fiir Cellulose und Starke angibt, so gelangen 
wir zum folgenden Resultat (Tabelle X1). 


Tabelle XI. kyo und kygo - 10-4, 





Stoff 18° 300 Stoff 18° 30° 
Lichenin ...... 0,62 4,5 Cellulose ..... 0,31 2.3 
Pustulin ...... 0,57 o—4,6 1 Stirke ..:.... 2 8,6 


Aus dieser Tabelle ersieht man sogleich, daB die beiden untersuchten 
Flechtenpolysaccharide in 51 °jiger HySO, eine Spaltungsgeschwindig- 
keit haben, welche die Halfte der Geschwindigkeit der Starke und das 
Doppelte der Geschwindigkeit der Cellulose betrigt. Wenn man die 
Hydrolysengeschwindigkeiten des Lichenins und des Pustulins mit- 
einander vergleicht, so entdeckt man eine auffallende Ubereinstimmung. 
Freilich scheint es, als ob die Aktivierungsenergie des Pustulins gréBer 
ware als die des Lichenins und als ob P mit steigendem Spaltungsgrad 
beim ersteren schneller wachsen wiirde als beim letzteren. Die Fehler- 
grenzen sind jedoch so groB, daB nur nach genauerer Untersuchung 
eine Entscheidung getroffen werden kann. 

Freudenberg und seine Mitarbeiter haben gezeigt, daB «’ fiir die 
Cellulose stets gréBer als « ist (15). Diese Erscheinung ist auch bei der 


26* 
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Spa'tung vom Lichenin und vom Pustulin zu beobachten. Ein Vergleich 
der Polarimeterkurve des Lichenins mit der Titrationskurve berechtict 
die Annahme, daB dieses Kohlenhydrat ein Polyg ucan ist, in welchem 
die Glucosereste durch lauter 1,4-B.ndungen verkniipft sind. Dies: 
Auffassung wird von Hess und Lauridsen bestritten (6). Fair ihren 
Vorschlag spricht, daf das Lichenin eine ganz andere Spaltungs 
geschwindigkeit als die Cellulose hat, was ja davon herriihren kénnte 
daB die B.ndungen, die nicht vom 1,4-Typus sind, schneller gelést 
werden, so daB die mittlere Geschwindigkeit gr6Ber als fiir ein Poly 
saccharid mit nur 1,4-Bindungen sein wiirde. Gegen ihren Vorschlag 
spricht, daB ein Vorkommen verschiedener Bindungstypen in der Form 
sowohl der Titrations- als der Polarimeterkurve in Erscheinung treten 
miiBte. Die beste Annahme scheint mir somit vorléufig die zu sein. 
da das Lichenin ein 1,4-Polygiucan ist und daB sich die Unterschiede 
der Hydrolysengeschwindigkeiten des Lichenins und der Cellulose auf 
den makromoleku'aren Bau derselben beziehen. Freudenberg hat 
gezeigt, daB die Cellulose sozusagen als eine Extrapolation von Glucose 
iiber Cellobiose, -triose usw. angesehen werden kann, und dasselbe 
diirfte auch beim Lichenin der Fall sein. 

Wenn man die optischen Drehungswerte der G!ucose und der von 
dieser sich ableitenden Di- und Polysaccharide in ein Diagramm auf. 
tragt, in dem [a] bzw. [M] als Funktion der invertierten Werte der 
Polymerisationsgrade angegeben wird, so sieht man, daB die optische 
Drehung des Pustulins darauf hindeutet, daB die Glucosereste in dem 
selben ausschlieBlich oder fast ausschlieBlich in 1,6-Stellung verkniipft 
sind (Tabelle XII und Abb. 2 und 3). Einen wirklichen Beweis dafiir, 
daB das Pustulin ein 1,6-Polyglucan sein sollte, kann nattirlich das 
[x]- (bzw. [M]-)Diagramm nicht geben, aber zusammen mit anderen 
Beweisen diirfte es doch einen gewissen Wert haben. 

Herr Fil. mag. K. Ahlborg hat mir die Gefalligkeit erwiesen, einige 
Versuche iiber die Oxydation des Lichenins und des Pustulins mit 
HJO, nach einer Methede auszufiihren, die er kiirzlich ausgearbeitet 


Tabelle XII. 





Nr. Stoff [e]p in H,0 [M] in 51 %iger H, SO, 
1 NOOR 5S a ek + 63° +- 1149 

2 UN 8s rk ey cu a +. 137° --. 2429 

3 eS ee ear +. 359 +- 940 

4 CROTON oa aa as oon pies +. 10° ? 

5 Starke (léslich) ........... +- 189° -- 3320 

6 ee Seas Peter eee s — | a 

bed , . . ‘ + oO 

7 ch SS ae a dt ~ 20 | 


PUNE hes ARTA . 68° 
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hat und die demnichst publiziert wird. Seine Resultate zeigen, dab 
das Lichenin wahrscheinlich lauter 1,4-Bindungen, das Pustulin da- 
gegen lauter 1,6-Bindungen enthalt. Leider fehit es dem Institut an 
Testsubstanzen, ohne welche es unmdégiich ist, bindende Schliisse zu 
ziehen. Es wurde deshalb auf folgende Weise versucht, einen Beweis 
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Abb. 2. [«]-Diagramm (Erklirung im Text) Abb. 3. [M)]-Diagramm (Erklirung im Text). 


fiir die Ansicht zu geben, daB das Pustulin, jedenfalls teilweise, 1,6- 
Bindungen entha't. 


11 g Pustulin wurden zu « = ?/, in 1000 cem 0,5 n H,SO, hydrolysiert, 
worauf die Lésung nach Neutralisation mit Ba(OH), und BaCO, eingeengt 
und die Glucose durch Garung beseitigt wurde. Nach Einengen fast zur 
Trockne wurde mit Alkohol behandelt, pulverisiert, mit Ather behandelt, 
abgesaugt und getrocknet. Ausbeute: 5,15 g sandiges, hellgelbes Pulver. 
3,0 g davon wurden nach G. Zemplén acetyliert (16), worauf die Methanol- 
losung zur Trockne eingeengt und der Riickstand mit Wasser verrihrt, 
fein gemahlen, abgesaugt und getrocknet wurde. Ausbeute: 3,65 g hell- 
gelbes Pulver mit [])” 2°. 3,10 g davon wurden nochmals acetyliert 
und wie oben behandelt (jetzt 2,10 g), aber auBerdem durch Umkristallisa- 
tion aus etwa 15 ccm Methanol gereinigt. Nach einer halben Stunde Stehen 
im Kiihlschrank hatte sich ein kristallinischer Bcdensatz gebildet, der 
abgesaugt und im P,O,-Exsikkator getrocknet wurde. Aushbeute: 0,26 g 
(13%). Dieses Praparat, dessen Lésung in Chloroform sehr schwach gelb 


gefarbt war, hatte [«]),." 5,6°, was genau derselbe Wert ist, den 
G. Zemplén fiir Gentiobioseoktaacetat angibt. Es ist von der Cellebiose- 
reihe her wohlbekannt, da®B die Acetate der niedrigsten Zucke: vor allem 
das der Cellobiose selbst am besten auskristallisieren, und ein méBiger 
Gehalt von Gentiotriosehendekaacetat kann die Drehung nicht nennenswert 
beeinflussen, da sein [«];)° = 8° ist (17). Fiir Oktaacetyleellobiose wird 
[a]y° = — 14,5° angegeben (18). 
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Zusammenfassung der Ergebnisse, 

Das Lichenin scheint lauter f-1,4-Bindungen zu enthalten. 

In der gewohnlichen Flechte Umbilicaria pustulata ist ein frither 
unbekanntes Polysaccharid aufgefunden worden, das die Konstitutior 
eines /-1,6-Polygiucans zu haben scheint und daher ein geeignetes 
Ausgangsmaterial fiir die Herstellung der Gentiobiose sein diirfte. 

Das Lichenin und der neue Stoff, den ich Pustulin genannt habe 
werden beide von 51 °Ziger H.SO, mit einer Geschwindigkeit gespalten 
die ungefahr das Doppelte der Cellulosespaltung betragt. 

Kine Einteilung der Flechten in vier Gruppen je nach den Poly- 
sacchariden, die sie enthalten, wird vorgeschlagen. 


Tabelle XIII. Vergleich der Eigenschaften des Lichenins und des 
Pustulins, 





Lichenin Pustulin 
VORMOMON MR 555.5 cka cunt eae Cetraria u. a. Umbilicaria 
PU NIE MEG 5. 50.4 5-0 sin Rvs Ae viskos, erstarrend viskos, erstarrend 
EVONOIVOO BE oon ope Noreen eeban d-Glucose d-Glucose 
A EE tel OT Oe p-1,4 B-1,6 
So By eT a i Fallung keine Fallung 
Relative Spaltungsgeschwindigkeit 

TONY SMEG os ss 55 ae sae (10—)20 1 

Kao, 51 %ige H,SO, .............. 0,45- 10-4 0,41-10-4 
Kyo 51 %ige mit PS Sinn, ghibiewe wee 3,9 -10-4 4,0 -10-4 
Cg Sane ee gS ht i gehen gone Be 29 800 31 400 
A, 61%ige lc 2 igne <ciralaneohiaert are 105 - 1016 1500 - 1016 
FR I axenic s tin acnnd cues + 20 44° 
fale A ETE & 4 «5 seed sven + 12° - 36" 
[«]7°° in NaOH + H,BO, ........ + 40 37° 
(M] in 51 %iger H,SO, ....... Tae + 3° — 68° 
[a] fiir das Triacetat in CHCl, .. 34° + 9° 


Es sei mir gestattet, meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. K. Myr- 
béck, fiir sein mir jederzeit erwiesenes Wohlwollen und Interesse und fir 
seine stete Hilfsbereitschaft meinen herzlichsten Dank auszusprechen, 
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Die Relationen einwertiger lonen im Harn und Blut. 
I. Mitteilung: 
Die Relation zwischen Natrium, Kalium und Chlorid im Harn 
bei Schidigungen des Herzens, der Niere und der Leber. 
Von 
W. Hurka. 
(Aus dem Madizinisch-chemischen Institut der Universitat in Graz.) 
(Eingegangen am 31, August 1942.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die groBe Bedeutung des Mineralstoffwechsels fiir den Organismus 
und die mannigfachen Beziehungen desselben zum_ physiologischen 
Geschehen lieBen es wiinschenswert erscheinen, etwas Naheres iiber die 
Relationen einzelner Ionen zueinander zu kennen. Der Antagonismus 
der beiden Ionen Natrium und Kalium beziiglich ihrer Wirkung auf 
das vegetative Nervensystem, die wasserbindende Wirkung des Natriums, 
die wieder im Zusammenhang mit dem Chlorid betrachtet werden muB, 
und schlieBlich die groBe Bedeutung der Kaliumionen fiir die Quellung 
waren der Anlaf, im Harn Untersuchungen iiber die Relationen zwischen 
Natrium, Kalium und Chlorid in pathologischen Fallen anzustellen. 
Die Betrachtung des Natriumchlorids im Stoffwechsel wird in der 
tiberwiegenden Zahl lediglich an Hand von Chloridanalysen durch- 
gefiihrt, obwohl schon 6fter darauf hingewiesen wurde, daB dies irrig 
ist und, wie im folgenden gezeigt werden soll, namentlich in pathologi- 
schen Fallen zu schweren Fehlschliissen veranlassen kann, 

Die Relation der eingangs erwihnten Ionen im Harn ist in pathologi- 
schen Fallen bisher noch wenig systematisch gepriift worden (1—6). Dies 
ist auf die Umstandlichkeit der Bestimmung der beiden Kationen zuriick- 
zufiihren. Die Ausarbeitung einer acidimetrischen Bestimmung des Gesamt- 
alkalis (7), sowie einer neuartigen acidimetrischen Natriumbestimmung (7a), 
iiber die an anderer Stelle berichtet wird, tragt dazu bei, das Natrium und 
Kalium im Harn leichter zu bestimmen, 

Die meisten der bisher vorgenommenen Untersuchungen beschriinken 
sich auf das Blut. Bei der Bestimmung des ,,Kochsalzes‘* wird, wie bereits 
erwahnt, der Natriumwert im allgemeinen aus den Chloridwerten errechnet. 
Uber das Verhaltnis von Natrium und Chlorid im Blute berichten T'obler 
und Noll (8) und Jundell (9), da8 im Anwuchsstoffwechsel mehrere Natrium- 
aquivalente auf ein Chloridiquivalent kommen. Lindberg (10) findet, daB 
in dieser Zeit genau gleiche Mengen retiniert werden. Weiter ist bekannt, 
daB im Hunger regelmaiBig etwas mehr Chlorid ausgeschieden wird als 
Natrium (11). Diese Erscheinung wird durch den Zerfall kérpereigenen 
Gewebes erklirt. DaB bei starkem Erbrechen nicht nur eine Veraimung der 
Chloride im Blute, sondern auch im Harn stattfindet, war zu erwarten und 
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konnte von mir aneinem Kranken mit Duodenal-Carcinom fest gestellt werden. 
In 10 eem Harn fand ich 0,3 Chlorid, 8,8 Gesamtalkali (Natrium und Kalium 
= GA.), 5,6 Natrium und 3,2 Kalium. Alles ausgedriickt in 0,1-Milli- 
iiquivalenten (Ma). Dies entspricht einer Relation von Cl/GA 0,03 
(normal 0,76), von Cl/Na 0,05 (normal 0,98), wihrend das Verhaltnis 
Na/K = 1,75 (norma] 3,70) betraigt. Man sieht hier deutliche Verschiebungen 
bei allen Relationen. Die Bindung des Gesamtalkalis geschah, dies ist fiir 
das Blut bestatigt, in Form von Bicarbonat. Auffallend ist ferner, daB die 
Relation Na/K gegeniiber dem Normalen betriichtlich zugunsten des 
Kaliums verschoben ist. Dies kann mit zerfallendem Gewebe, mit einer 
Abwanderung von Natrium in das Gewebe oder schlieBlich mit Verlust 
von alkalischem Daimsaft erklirt weiden. 

Weiter sind iiber die gegenseitige Verdringung von Natrium und 
Kalium (11) und iiber die Ersetzbarkeit des Chlorids durch das Brcmid (11) 
Untersuchungen gemacht worden. Es soll hier noch des Salzfiebers (11) 
gedacht werden, der Kochsalzretention, insbesondere bei kruppéser Pneu- 
monie (11), der Harn ist in diesen Fallen nahezu ,,kochsalzfiei, der Er- 
krankungen der Niere und der Zusammenhinge mit nephritischen 
Odemen (11). Neben der renalen Kochsalzretention findet man noch die 
extrarenale in den Geweben, wie sie bei Hungernden, Myxédemkranken 
u. a.m, (11) beobachtet wird. Fiir die Erzeugung der Odeme bei Diabetes- 
kranken kann als erwiesen gelten, da das Natriumion wesentlicher als das 
Chlorion ist. Allerdings kann man mit Natriumbicarbonatgaben nur dann 
Odeme erzeugen, wenn im Kérper geniigend Chlorid vorhanden ist (11). 
Uber die tunktionelle Differenzierung des Natriums und Kaliums ist End- 
giiltiges noch nicht gesagt worden. Die besonderen Aufgaben des Kaliums 
bei der Herz- und Muskeltatigkeit, die erwihnte Bedeutung des Natriums 
und des Chlorids bei den Erkrankungen der Niere, veranlaBten mich, die 
Untersuchungen gerade bei Schidigungen des Herzens und der Nieren und 
schlieBlich im Zusammenhang damit bei E1kiankungen der Leber zu be- 
ginnen. Die Untersuchung der Relationen zwischen den angefiihrten Ionen 
bei einigen Ascitesfaillen paBt in diesen Rahmen gut hinein. In: gesamt 
wurden 105 Falle untersucht, von denen der gr68te Teil auf dic genannten 
Gruppen fallt. Etwa 26 Falle mit verschiedenen Erkrankungen wurden 
in der Gruppe ,,Diverse‘‘ zusammengefaBt. 


Methodik, 


Die Bestimmung des Gesamtalkalis und des Natriums geschah nach 
zwei von mir ausgearbeiteten Methoden. Die acidimetrische Natrium- 
bestimmung ist an anderer Stelle (7a) genau beschrieben. Beziiglich der 
Gesamtalkalibestimmung verweise ich auf eine friihere Mitteilung (7). Die 
Chloridbestimmung wurde nach der Methode von Votocek (12) durch- 
gefiihrt. Als Untersuchungsmaterial wurde der 24stiindige Mischharn ver- 
wendet. Folgende Daten wurden bestimmt: 24-Stundenmenge, spezifisches 
Gewicht, Chloridgehalt, Gesamtalkaligehalt, Natriumgehalt und damit 
indirekt der Kaliumgehalt. 


Ergebnisse, 
In der Abb. 1 ist eine Ubersicht iiber die Relation von Chlorid, 
Gesamtalkali, Natrium und Kalium gegeben. Die Falle wurden nach 
steigenden Chloridwerten geordnet. Auf der Ordinate sind die 0,1-Milli- 
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24 Stunden in 500 ccm Harn nur 0.24 ¢ Chlorid ausgeschieden. Rechnet 
man diesen Wert auf eine Harnmenge von 1500: cem um, so ergabe 
das erst eine Chloridausscheidung von 0,72 g, die gegeniiber der Aus- 
scheidung Gesunder von 9 g als abnorm niedrig bezeichnet werden mub. 
Die Natriummenge ist im Verha'tnis zur Chloridmenge unverhaltnis- 
maBig hoch. Es werden etwa zehnmal mehr Natriumaquivalente aus- 
geschieden als Chloridiquivalente. Wir haben es hier mit einem be- 
sonders auffalligen Fall zu tun. Auch der Quotient Na/K ist auffallend 
hoch zugunsten des Natriums verandert. Der zweite Fall mit besonders 
eroben Abweichungen wird bei demse!ben Manne gefunden. Die Unter- 
suchung dieses Harns wurde | Tag vorher durchgefiihrt. Hier sind die 
Unterschiede noch nicht so groB. Der Quotient Cl/GA = 0,56 ist 
gegen die Norm zu tief, das Verhaltnis GA/Na wird mit 1,02 fast normal 
gefunden, wiahrend eine auffallende Abweichung beim Quotienten 
Na/K 52 festgestellt wird. Der dritte Fall, der hier wegen seiner 
abnormen Relationen besprochen werden sol] (54), gehort in die Gruppe 
der Herzschadigungen und weist folgende Relationen auf: Ci GA = 0,48, 
Cl/Na = 0,54 und Na/K $19. Interessant ist auch die Betrachtung 
der besonders tiefen Natriumwerte. Den tiefsten Wert im Verhaltnis 
zum Chlorid finden wir bei einer Nierenschadigung (95). Die Relationen 
sind gegen die Norm durehwegs stark verandert: C! GA 2.04, Cl/Na 

5.28 und Na/K 0.63. Wir sehen also, daB die Gesamtalkalimenge 
wesentlich tiefer ist als das Chlorid und daB die Relation Cl Na, die 
in der Norm etwas kleiner als 1 ist, gar nicht stimmt. Der Fall 1, eben- 
falls eine Nierenschidigung (akute Nephritis), zeigt auffallende Ab- 
weichungen. Die Fille 13 und 14, die auch in diese Gruppe von Organ- 
schidigungen gehéren, fallen ebenfal!s durch das Uberwiegen der 
Gesamtalkaliaquivalente tiber die Chloridaquivalente auf, doch soll eine 
genauere Besprechung erst spaiter erfo!gen. Erwaihnen méchte ich noch 
eine Herzschadigung (58). Wahrend das Gesamtalkali tiber dem Chlorid 
liegt, findet sich ein kleiner Natriumwert mit verhaltnismaBig viel 
Kalium. Der Quotient Na/K == 0,97 ist also sehr zugunsten des Kaliums 
verschoben. Weitere Abweichungen zeigen die Falle 27 und 28 bei 
einem 27 jaéhrigen jungen, gesunden Manne. Auch hier ist cin deutliches 
Uberwiegen der Chloridiquivalente iiber die Natriumaquivalente zu 
bemerken. 

Das Gesamtalkali (7) (Summe Natrium und Kalium) steht im all- 
gemeinen in guter Relation zum Chliorid. Mit steigenden Chloridwerten 
finden sich auch steigende Gesamtalkaliwerte. Der Quotient Cl/GA 
ist in der Summe der Falle kleiner als 1, d. h. die Menge an Gesamt- 
alkaliaquivalenten tibertrifft im allgemeinen die Chloridiquivalente. 
Die Faille von besonderem Uberwiegen des Gesamtalkalis iiber das 
Chlorid stimmen mit den beim Natrium besprochenen gut tiberein und 
werden hier nicht mehr gesondert angefiihrt. Eine tiber die Norm hohe 
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Aquivalentzah] an Gesamtalkali weisen die Falle 8 und 9 auf. Es handelt 
sich hier um eine 20 jahrige junge Frau, die bei einem Spitalaufenthalt 
von tiber 2 Jahren mit einem kombinierten Vitium und einer Leber- 
stauung bisher aller Behand!ung getrotzt hat. Die Gesamtalkali- 
aquivalente betragen 30,6 bzw. 27,6 (U0,1-Ma). Die obere Grenze liegt 
bei Normalen bei etwa 27 0,1-Maé. Die Relationen C!/GA —- 0.78. 
Cl/Na 1,06 stimmen mit der Norm gut iiberein. Der Quotient 
Na/K 2,9 wird etwas tiefer gefunden. Diese Abweichung kann im 
Einzelfall keinesfalls als auffallig bezeichnet werden. Eine am folgenden 
Tage durchgefiihrte Untersuchung des Harns ergab an Relationen: 
Cl/GA = 0,94, C!/Na 1.28 und Na/K = 2,73. Wahrend der Quotient 
Na/K nur gering gegeniiber dem Vortag verandert ist, werden die 
beiden anderen Relationen infolge Retention des Chlorids erhéht. Die 
Wassereinfuhr war mit 400 ccm gleich der Wasserausfuhr. Das spezi- 


Tabelle I. Herzfalle. 





cl’ GA Na 


Nr. A G Tem. D cl’ Na K _ 

0,1-Milliaquivalente 
2 20 w 250 | 1030 0,98) 0,54 | 0,63 | 11,2 15,8 | 0.14 

5 7 w 300 §=10!3 0,47 0,32 0,08 4,9 5,3 | 4,6 

6 54 w 1100 1008 3,2 2,1 0,95 8,2 10,4 8,2 
11 Ww 400 | 1027 1,9 0,96 1,4 13,50 | 19,2 | 10,4 
15 68 m 1300 1020 7.6 4,8 1,7 16,70 19,2 15.9 
19 17 m CoO ~=§=—-. 1020 1,1 0,65 1,6 5,4 10,5 4,7 
20 17 m 550 1030 1,4 0,°8 0,62 7,4 8,3 54 

25 46 w 400 1010, 0,71; 0,74 0,02*) 5,1 8,1 8,0* 

26 56 m 1200 | 1010 | 1,65] 1,29 | 0,75 3,8 6,3 4,7 
80 63 m —_ — ee 11,5 14,3. 10,6 
31 15 m 800 1025 5,9 5,2 1,7 21,1 28.1 | 228 
32 15 m 800 1025 2,8 2,0 0,94. 10,1 12,8 10,8 
34 76 m 1000 §=1014 4,2 4,8 0,16 | 11,9 21,2 | 208 
35 - 65 m 1100 1010 3,2 22 0,82 2 10,6 8,7 
45 57 m €00 | 1013 3,3 0,65 | 0,91 | 15,7 8,6 4.7 
52 48 m 550 | 1010 2,6 1,3 0,47 «10,9 12,4 10,2 
54 15 m 850 1025 2,5 3.0 Be 8.3 19,2 15.5 
56 15 m 1050 1015 3,0 ae 0,94 8,2 12,6 9,3 
58 48 m £00 1001 2,9 1,4 2,3 10,2 14,6 ye 
59 65 m 1700 1012s «4,6 3,2 0,92 a¢ 9,5 8,2 
64 15 m 650 | 1025 4,2 2,1 1,5 18,9 20,1 14,1 
66 76 m 2100 10:0 8,8 4,7 1,9 11,9 Lah 9.8 

67 18 m 1300 10:2 5.2 2.9 2,8 11.5 15.3 9, 
68 65 m 1600 10°0 ts 3,8 3,3 2.7 15,5 10.4 
69 15 m 1100 1008 3,6 2,2 1,3 9,3 11,7 8,6 
cM 48 m 1000 10:4 5,4 3,8 1,3 15.4 19,8 16.5 
78 65 m 1400 10'0 5.8 3,2 1,3 11.9 12,2 9,9 
92 15 m 700 1019 4,3 2.2 ho 17,5 18,3 13,7 
94 65 m 1500 10°0 7,3 4,1 2.2 13,6 15.6 LLg 
101 65 m 1400 1009 5.7 2,0 3,3 11,5 12,3 6,3 
102 48 m 2100 10 8 14,0 0,3 4,3 19,0 24,5 19,2 
104 15 m 650 1020 3.3 2,1 0,94 14,6 17,6 13,9 
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Ascitesfalle. 


Relationen einwertiger Ionen im Harn und Blut. 
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cl GA Na 
Nr. A G Tgm. D cl’ Na k 
0,1-Milliiquivalente 
7 61 w 400 1008 | 0,30 0.29 | 0,38 2,4 5,6 3,2 
18 68 Ww 250 1025 0,10 } 0,18. | 0,11 31 4,2 3,1 
34 76 m 1000 | 1014 4,2 4,8 0,16 11,9 | 21,2 20,8 
79 76 m 500 10i2 | 0,75 | 0,59 1,09 4,3 10,7 5.1 
93 76 m 500 | 10:5 | 0,24 | 2,1 0,37 1,4 | 19,9 18,0 
100 76 m 250 10i7 0,07 | 0,10 0,42 0,8 1,8 4,3 
Tabelle III. Nierenfalle. 
cV GA Na 
Nr. A G Tgm. D Cl Na K . 
0,1-Millidquivalente 
l 23 w 500 1025 SA: + G7 1,43 15,2 13,7 6,4 
4 31 Ww 1000 10°0 1 BY 1,9 5,3 8,1 — 
10 31 Ww 1000 1010 1,5 1,1 1,5 4,4 8.4 4,7 
13 61 m 870 1010 4,0 Fe 0,72 13,0 10,5 8,4 
14 50 m 2050 1010 8,0 | 2,8 0,48 11,1 6,4 5,8 
29 50 m -— 1,9 4,2 2,8 
33 12 m 1500 1010 6,9 | 5,55* 0,06* 13,0 16,2 16,1 
37 15 m 1550 1010 4.3. }- 4,2 2,4 8,0 12,2 11,8 
38 18 m 1550 10.0 3,3 4,0 0,85 7,1 12.8 11.4 
43 50 m 500 10:0 2,5 1,6 ~- 14,3 10,6 
44 m 500 10:0 2,5 1,8 0,14 14.4 15,0 15,3 
49 9 m 550 1020 1,1 0,8 1 5.7 11,9 6,0 
50 50 m 1700 10.0 5,8 | 3,5 4,0 8,8 9,7 9.1 
5b - m 1500 1016 7,¢ | 4,6 phe 15,0 16,2 15,5 
65 — m 2150 1010 7,2 | 4,6 0,35 10,2 12,4 9,2 
75 18 m 950 | 1015 So. t Ee 1,6 2,8 | 12,0 ae 
76 15 m 1600 1006 25 4,4 2,7 4,5 5,5 1.3 
83 9 m 1650 1010 6,1 4,1 2,4 10,6 14,7 10,9 
84 60 m 1200 1010 6,4 | 3,8 1,5 15,2 16,8 13,6 
91 m 900 1014 5,1 | 2,9 1,5 16,1 18,5 14,3 
95 18 m 900 1015 48 0,81 1,3 15,3 7,5 2,9 * 
95 15 m 750 1010 1,7 6,3 7,8 - 
103 m 2000 10:0 10,0 6,7 1,6 14,3 16,6 14,6 


fische Gewicht wurde mit 1030 gefunden. 
erste Harnuntersuchung stattfand, betrug die Wassereinfuhr 500 cem, 


die Wasserausfuhr 350 cem. 


Am Vortage, an dem die 


Man sieht daraus, daB8 mit einer Wasser- 


retention in diesem Falle keine gleichmaBige Zuriickha'tung von Natrium 
und Chlorid stattfand. Betrachten wir die ausgeschiedene Chlorid- und 


Gesamtalkalimenge, so finden wir am ersten Untersuchungstage 3.0 g 
Chlorid und 2,9 g Gesamtalkali. Am zweiten Untersuchungstage ist die 


Chloridmenge auf 3,7 g gestiegen, wahrend die Gesamtalkalimenge mit 
3,2 g eine kleine Anderung erfahren hat. 


Damit will ich auf die Besprechung der Kaliumwerte und deren 


Verhalten zum Chlorid itibergehen. Wahrend wir bisher ein annahernd 
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Tabelle IV. Leberfalle. M 
K 
cr GA Na 
Nr \ G gm D Cl Na k 0 
0,1-Milliiquivalente 
ul 
7 61 W 400 1008 0,30 0,29 0,38 2,4 5,6 i “7 
18 68 Ww 250 1025 | 0,07 | 0,18 | 0,11 & 4,2 3,1 ul 
24 63 w 600 1020 2,4 PP. | S222 We 9.9 be 
39 68 Ww 400 1055 0,07 0.16 0,05 0.5 20) ey 
47 — W 600 1011 3,9 3,6 23 1.9 3.6 2 6; SU 
48 20 w 900 1006 1,1 ath 3.6 6.9 . fii 
57 28 m 2300 1008 6,1 6,0 7,6 11,4 11,4 Ss; 
60 8 Ww 500 1017 | 0,22 | 0,26 ; 0,37 ay. we 2,3 
70 28 m 1600 1010. 4,6 3,9 1,4 8,2 | 12,8 | 10,6 al 
71 68 Ww 400 1015 | 0,22 0.05 0,62 1,6 1.5 0.5 S} 
87 68 Ww 500 1010 3.3 0.06 0,99 1,9 5.6 0.5 - 
90 28 m 1600 1013 7,6 5,2 0,75 13,5 15,2 14,0 
98 68 W 600 1016 0.76 0.36 0,238 3,6 3,6 1.5 
105 28 m 1800 1010 8,3 4,7 Py 3.2 13, ] 11,4 A 
(2 
Tabelle V. Diverse. in 
(2 
Cl GA Na 
Nr. A G Tgm. D clV’ Na K ——$_______. . 
0,1-Milliiiquivalente 
3 25 Ww 850 1020 4,1 3,0 2.3 13,2 23,9 17,4 
8 | 2 | w 350 1030 30 18 11 £238 30.6 295 hi 
9 20 Ww 400 10380 3,7 1,9 2 25,8 | 27,6 | 20,2 H 
12 25 Ww 800 1028 3,6 2,3 2 13,0 | 29,6 | 125 st 
16 51 m 550 1015 2,7 1,2 0,97 14,0 | 13,7 9,2 7 
17 | 62 | w 650 1015 | 15 | 1,7 0,66 £64 13,8 | 11,2 Z 
21 19 m 800 1010 4,2 2,6 0,81 15,1 16,8 14,2 sc 
22 32 m a _ 13,0 | 162.1 142 ‘ 
23 | 59 | m 700 | 1020 42 | 28 (0,88 17,3 20,6 | 17,4 be 
25 46 Ww 400 | 1010 | 0,71 | 0,74 | 0,02*) 6,1 8,1 8,0 b 
27 27: | m_~— 1800 | 1010 | 12,8 | 64 20,0 | 154 15,7 A 
28 27 m 1800 1010 13,0 5,6 1,4 20,3 | 15,4 13,4 * 
40 - 62 w 950 1017 io 3,2 3,9 | 14,2 14,6 
42 76 w 1200 1010 4,3 3,3 0,61 10,3 | 18,1 11,8 al 
45 57 m 600 1013 3,3 0,65 0,91 15,7 8,6 4,7 1 
6 si W 450 1015 0,05 0,58 0,56 0,3 88 5,6 bee 
47 Ww 600 1011 3,9 3,6 2,3 1,9 3,6 2,6 p" 
62 | 62 | w | 900 | 1015 | 0,59) 25 /1,8 | 1,9 | 17,0 | 11,9 A 
63 76 Ww 850 1002 1,8 ia 0,55 6,1 7,8 6,2 i 
73 | 62  w 1000 1015 24 29 090 69 149 196 fa 
74 76 w 1000 1008 2,5 1,9 1,2 7,0 11,4 8,4 
80 m 1100 $1012 7,8 4,6 0,39 20,1 | 19,3 | 18,2 
81 48 m 1700 =1017 7,5 4,3 27 tot | 162 1) 36 gt 
86 76 w 1500 1005 4,6 2,9 Lo 8.8 10,8 8,6 ZN 
88 | 62 | w | 1200 | 1016 | 47 26 (23 | 11,1 | 142 | 98 “ 
97 66 w 1000 1006 - _ 9,8 | 112 
R 
proportionales Zunehmen des Gesamtalkalis und des Natriums mit fi 
steigenden Chloridaquivalenten beobachten konnten, allerdings mit gl 
einer gewissen Streuung, ist dies beim Kalium nicht mehr der Fall. F 
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Man k6énnte sagen, da die Kaliumwerte in 0,1-Ma eine Tendenz zur 
Konstanz besitzen. Sie bewegen sich im wesentliGhen zwischen 0.1 bis 6,0 
0.1-Ma. Man kann bei niedrigen Chloridwerten relativ hohe Kaliumwerte 
und bei héchsten Chloridwerten niedere Kaliumwerte finden. Ein Zu- 
sammenhang zwischen Kalium und Chlorid, wie er beim Gesamtalkali 
und beim Natrium zu finden war, scheint in dieser Form hier nicht zu 
bestehen. Die Schwankungen in der Relation Na/K sind in den unter- 
suchten pathologischen Fallen am gr6Bten und kénnen sich in Extrem- 
fallen bei verschiedenen Patienten tiber dre: Zehnerpotenzen erstrecken. 
Sie scheinen pathologischen Einfliissen in ihrer Relation zum Natrium 
am meisten unterworfen zu sein. Damit will ich zur speziellen Be- 
sprechung der einzelnen Krankheitsgruppen tibergehen. Die Ergebnisse 
aller Untersuchungen werden in den Tabellen I bis V zusammengefaBt. 


Es bedeutet in den einzelnen Spalten: Nr. = Nummer des Falles, 
A Alter, m= minnlich, w = weiblich, Tgm. Tagesmenge Harn 
(24 Stunden), D Dichte, Cl’ Gesamtchloridgehalt im 24-Stundenharn 
in g, Na = Natriumgehalt in g (24-Stundenharn), K Kaliumgehalt in g 


(24-Stundenharn). Die letzten drei Spalten: 0,1-Ma pro 10 cem Harn. 


Herzfille, 

Die Untersuchung der Schadigungen des Herzens im Sinne einer 
Insuffizienz erscheint deshalb von Interesse, weil z. B. bei absoluter 
Herzschadigung infolge VergréBerung der ,,Sauerstoffschuld‘‘ das Ent- 
stehen saurer Stoffwechselprodukte nachgewiesen wurde. In diesem 
Zusammenhang hat man dann eine Verminderung der Alkalireserve 
sowohl im strémenden Blute, als auch in den Geweben gefunden. Ferner 
wurde beschrieben, daB Ammoniak zur Neutralisation saurer Valenzen 
benutzt wird, was sich im Harn durch vermehrte Ausscheidung von 
Ammoniumsalzen bemerkbar macht. 

In Abb. 2. ..Herzfalle‘‘, sind auf der Ordinate die 0.1-Ma Gesamt- 
alkali, Chlorid, Natrium und Kalium aufgetragen und auf der Abszisse 
die Fille nach steigenden 0,1-Ma Gesamtalkali geordnet. Jeder Schnitt- 
punkt der Kurven mit einer Ordinatenparallelen entspricht einem 
Analysenergebnis. Diese Einteilung gilt auch fiir die Abb. 2, ,.Nieren- 
falle’‘, ,.Leberfalle‘’ und ,,Diverse“. 

Das Ergebnis der an 33 Patienten mit Herzschadigung durch- 
gefiihrten Untersuchungen ist folgendes: Man sieht eine enge Beziehung 
zwischen den Chlorid- und Gesamtalkaliwerten, ja man kann fast 
von einem parallelen Verlauf der beiden Kurven sprechen. Die mittlere 
Relation zwischen Chlorid und Gesamtalkali von 0,80 weicht von der 
fiir Normale errechneten nur wenig ab. Man kann bei dieser Krankheits- 
gruppe schon an diesem verhaltnismaBig geringem Material, ohne groBe 
Fehler zu begehen, aus dem Chloridwert durch Multiptikation mit der 
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Zahl 1,25 in erster Annaiherung den Geha!t an Gesamtalkali berechnen. 
Kinzelne Fille weichen etwas stiarker ab, doch ist dies bei physiologischem 
Material nicht weiter verwunderlich. Diese Zahl 1,25 ist jedoch nur als 
Rahmenzahl gedacht, die durch weitere Untersuchungen gewiss¢ 
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Abb. 2. 


Korrekturen erhalten wird. Das Natrium macht im groBen und ganzen 
den Anstieg des Gesamtalkalis mit und ist in seinem Verlauf der Chlorid- 
kurve sehr ahnlich. In vielen Fallen kann man fast von einer Deckung 
zwischen Chlorid und Natrium sprechen. Dieses Verhalten pragt sich 
auch in der Relation Cl/Na durch den Wert 0,83 aus. D. h.: man kann 
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in diesen Fallen in erster Anniherung den Natriumwert aus dem Chlorid- 
wert durch Multiplikation mit der Zah! 0,83 erhalten. Das Kalium ist, 
das wurde bereits bei der Betrachtung der Gesamtergebnisse aus- 
gesprochen, den gréBten Schwankungen unterworfen. Die Relation 
betragt in diesem Falle 3,21 und ist gegeniiber dem Normalwert von 3.70 
zu kleineren Werten verschoben. Das besagt, daB durch die Herz- 
insuffizienz die Konzentrierung des Kaliums im Harn nicht in der 
Weise wie unter normalen Umstanden geleistet werden kann. Von den 
drei untersuchten Lonen ist die Konzentrierungsarbeit beztiglich des 
Kaliums am gréBten und beziiglich des Natriums am kleinsten. Liegt 
doch das normale Aquivalentverhaltnis Na/K im Blutplasma mit 18,1 
ganz auf der Seite geringer Kaliumwerte. Das Verhaltnis Plasma- 
kalium zu Harnkalium betragt 1:7. Interessant ist eine <Aorten- 
insuffizienz (45), die ich urspriinglich in die Kurve der Herzfalle auf- 
nehmen wollte, die aber den ganzen symmetrischen Verlauf stérte. 
Die einzelnen Relationen sind Cl/GA = 1,83, Cl/Na = 3,34 und Na/K 

- 1,20. GroBe Verschiebungen sind demnach bei allen Relationen zu 
finden. Das starke Uberwiegen des Chlorids tiber das Gesamtalkali 
macht die Ausscheidung des Chlorids als Ammoniumchlorid wahr- 
scheinlich. Es hat demnach eine starke Verminderung der Alkali- 
reserven infolge Bildung saurer Stoffwechselprodukte stattgefunden. 
Als weitere Folge ergibt sich fiir deti Quotienten Cl /Na ein stark erhéhter 
Wert, der wieder das Uberwiegen des Chlorids anzeigt. DaB in den 
Geweben vorhandenes Kalium in hohem Mae zur Kompensation 
herangezogen wurde. ergibt sich aus der Relation Na/K, die eine sehr 
starke Vermehrung des Kaliums anzeigt. Auf die Méglichkeiten sekun- 
ddrer Einwirkungen, die durch eine derartige Ionenverschiebung denkbar 
sind, will ich kurz hinweisen. Die gesamte in 24 Stunden ausgeschiedene 
Menge an Chloriden betragt 2,3 g, an Natrium 1,08 g und an Kalium 
0,92 ¢. An diatetischen MaBnahmen mit einer alkalischen Kost ware 
hier zu denken. Ob diese Erscheinung in den meisten Fallen von Aorten- 
insuffizienz oder nur vereinzelt auftritt, bleibt den systematischen 
Untersuchungen der Klinik vorbehalten. 


Nierenfalle, 

Vergleicht man die Abb. 2 (Nierenfalle) mit der Abb. 2 (Herzfille 
oder Leberfalle), so sieht man als auffalligsten Befund das Uberwiegen 
des Chlorids tiber das Gesamtalkali bzw. die Tendenz desselben, nur 
wenig unter das Gesamtalkali zu sinken. Das pragt sich bei den aus 
23 Fallen ermitteiten Relationen am deutlichsten beim Quotienten 
Cl/Na = 1,12 aus. Das Uberwiegen des Chiorids hat seinen Grund 
hauptsachlich darin, daB es im Verlauf der Niereninsuffizienz zu einer 
Retention bzw. Neubildung gréBerer Mengen saurer Valenzen organischer 
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Natur kommt. Diese werden, wenn sie beispielsweise im normalen 
Organismus bei starker Belastung entstehen, durch das von der Niere 
gebildete Ammoniak in Form von Ammoniumsalzen ausgeschieden oder 
neutralisiert. Bei dem vorliegenden Falle ist es der Niere jedoch nicht 
mog'ich, der Ammoniakanforderung in geniigendem MaBe nachzu- 
kommen, und es wird daher der Bestand an ,,fixem Alkali‘: angegriffen 
und vermindert. Im weiteren Verlauf kann es dadurch zu einer Acidose 
kommen. Die stark saure Reaktion des Harns |4Bt den SchluB zu, dab 
die Chloridaquivalente, die vom Gesamtalkali nicht mehr gebunden 
werden kénnen, in Form von Ammoniumchlorid ausgeschieden werden. 


Die Herkunft des Ammoniaks kann eine zweifache sein. 1. Aus der 
Niere. Diese wird, so lange dies noch méglich ist, zur Ammoniakproduktion 
yvezwungen. Das bedeutet aber eine neuerliche Uberlastung des ohnehin 
in seiner Funktion schon schwer gestérten Organs. So konnte P. G, Neuw- 
mann (13) zeigen, daB die gesunde Niere bei Saéurebelastung mit einer 
Steigerung der Ammoniakproduktion bis auf das Dreifache der Norm 
reagiert, waihrend die schwer insuffiziente Niere bei Saéurebelastung keinen 
wesentlichen Anstieg der Ammoniakproduktion zeigte. Gerade hier wiire 
es vielleicht dem Kliniker durch dauernde Kontrolle des Chloridgehalts 
und des Gesamtalkaligehalts (allenfalls Bestimmung von Natrium und 
Kalium) und darauf eingestellten therapeutischen und diatetischen Mab- 
nahmen gegeben, den Weg zu einer méglicherweise dauernden Schadigung 
des Organs zu versperren. Neben diesem Ausweg steht dem Organismus ein 
zweiter Weg zur Verfiigung, um das iiberschiissige Chlorid zu binden. Im 
Verlauf dieser Krankheitsbilder kommt es zu einem mehr oder weniger 
starkem Anstieg des abiureten Stickstoffs im Blute. Es kommt zu einer 
Harnstoffabscheidung in den Magen-Darmkanal (11) und in der Folge zur 
Bildung von Ammoniumearbonat, das zur Absattigung des Chlorids ver- 
wendet werden kann. Bei der gastrointestinalen Form der Uramie, bei dei 
es zu der beschriebenen Harnstoffausscheidung kommt, hilft sich der 
Organismus in einer noch viel drastischeren Weise. Durch anhaltendes 
Erbrechen (11) wird dem Organismus gewaltsam Chlorid entzogen. Mar 
sieht also, daB das beginnende Uberwiegen des Chlorids (aquivalenzmalig) 
iiber das Gesamtalkali ein vielleicht wichtiges diagnostisches Hilfsmittel 
darstellen wird, wenn eine Reihe weiterer systematischer Untersuchunger: 
diese Tatsachen festigt. Krehl (11) empfiehlt die Anwendung einer alkali- 
sierenden Kost und in ,,Notfallen‘t kurzfristige Gaben von Natrium bi- 
carbonicum, 


Gerade hier sieht man mit aller Deutlichkeit, wie verfehit es ist, 
auf Grund einer Chloridanalyse Schliisse auf die ,, Kochsalzausscheidung“ 
im Harn zu ziehen. Die bei der echten Uramie vorhandene Hypochlor- 
amie, die nach Ansicht einiger Forscher (11) fiir die Pathogenese hier 
wichtig ist, wird durch diese Resultate ohne weiteres verstandlich. Der 
Befund, daB bei manchen Kranken das Natrium viel starker zuriick- 
gehalten wird als das Chlorid (11), zeigt erstens, da man zur Kenntnis 
der ,,Kochsalzmenge‘‘ stets beide Ionen auch im Blute bestimmen mulf}, 
und zweitens laBt sie meine Ergebnisse zwanglos verstehen, Im Vergleich 
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mit der Abb. 2 (Herzfehler oder Diverse) fa!lt auf, daB bei steigenden 
Werten fiir das Gesamtalkali das Kalium nicht mit ansteigt. Bei den 
Herzfailen und bei den Diversen kommt dieser Mitanstieg deutlich zum 
Ausdruck. Dies deutet auf eine Retention bei dieser Krankheitsgruppe. 
Fiir das Blut wird bei der echten Uramie ein Anstieg des Kaliums (11) 
beschrieben, der mitunter toxische St6rungen zur Folge haben kann, 
da namentlich gleichzeitig eine Verringerung des Calciums eintritt. 
Noguchi (14) findet z. B. bei schwerer Nephritis einen Anstieg des Blut- 
kaliums um fast 100°. Bei nierenlosen Hunden ist der Anstieg noch 
wesentlich gréBer. Bei essentieller Hypertonie findet Brems (15) eine 
VergroBerung des Kaliumwertes im Serum von 10 bis 15%. Kisch (16) 
findet beim Odem Erhéhungen des Blutkaliums um 30°. Diese Befunde 
beziiglich des Kaliums in den eben aufgezihlten Sonderfillen lassen es 
verstandlich erscheinen, wenn ich fiir den Harn eine Relation von 6.15 
fiir Na/K bei dieser Gruppe von Erkrankungen finde. Dies zeigt erstens 
an, daB eine Kaliumretention vorhanden sein muB und zweitens, daB 
die Niere in ihrer Konzentrationsfahigkeit gelitten hat. In einem Fal), 
den ich bei der Berechnung der mittleren Relationen nicht einbezogen 
habe, sah ich das Kalium fast zur Ganze aus dem Harn verschwinden. 
Die Relationen dieses Falles sind Cl/GA = 0,80, Ci/Na = 0,81 und 
die Relation Na/K = 160. Diese Art von Fallen diirfte ohne Zweifel 
eine Ausnahme darstellen. 

Aus der mittleren Relation fiir Na/K — 6,15 geht andererseits 
hervor, daB die Natriumausscheidung lange nicht in dem MaBe ver- 
ringert ist, wie das beim Kalium der Fall ist. Dies kann man aus der 
Abb. 2 (Nierenfalle) entnehmen. Da von anderer Seite (11) eine Ver- 
ringerung der Blutcalciumwerte beschrieben wird, kommt es infolge 
gleichzeitiger Vermehrung der Kaliumwerte bei der Relation K/Ca 
zu einer Verschiebung zugunsten des Kaliums. Diese Tatsache |aBt 
mit den nervésen Zustinden bei der echten Uramie einen Zusammen- 


hang vermuten. Vergleiche in diesem Zusammenhang die Ergebnisse 
von W. Schroeder (17) und B. Rex-Kiss und K. Lissak (18). 
Zwei Faille (76 und 95), die wegen ihrer Relationen auffallen, will 


ich noch gesondert besprechen. Beim Fall 76 handelt es sich um einen 
l5Jahrigen, bei dem fo!gende Relationen festgestellt wurden: C!/GA 

0.82, Cl/Na — 4.09 und Na/K - 0,25. Wahrend der Quotient C1/GA 
keine Besonderheiten zeigt, ist das Verhaltnis Ci/Na sehr stark im 
Sinne kleiner Natriumwerte verschoben. Auffallend ist, daB vierma! 
mehr Kalium als Natrium ausgeschieden wird. Der Fal! 95 zeigt an 
einem 18Jihrigen folgende Relationen: Cl/GA — 2,04, Cl/Na — 5,28 
und Na/K = 2.58. Uberall sind betrichtliche Verschiebungen. <Auf- 
fallig ist bei den Quotienten Cl/GA und Cl/Na das starke Uberwiegen 
des Chlorids tiber den alkalischen Bestandteil und beim Verhaltnis Na/K 
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findet man wieder eine Vergr6Berung der Kaliumausscheidung. Diese 
Beispiele zeigen, daB bei dieser Krankheitsgruppe eine geringe Kalium- 
ausscheidung keinesfalis immer stattfinden mu oder aber, daB andere 
Momente, die der Diagnose nicht zugainglich waren, hier mitwirkten. 
Nach Siedek-Zuckerkandl (1, 2) ist ein Zusammenhang mit dem Stadium 
der Erkrankung ebenfalls in Rechnung zu ziehen. 

AbschlieBend soll titber diese Nierenfaille gesagt werden, daB in der 
Abb. 2 (Nierenfalle) das unproportionale Verha!ten des Chlorids zum 
Gesamtalkali und zum Natrium auffallt und daB das Verha!tnis Na/K 
zugunsten einer verminderten Kaliumausscheidung verschoben ist. Mit 
6,15 weicht die Relation Na/K am stiarksten von allen untersuchten ab. 


Leberfille, 

Die 14 untersuchten Leberfalle sollen eine ganz kurze Behandlung 
erfahren. Ein Uberwiegen der Chloridwerte, wie bei den Nierenfillen, 
fand nicht statt. Ein auch nur annahernd proportionaler Verlauf der 
einzelnen Relationen ist nicht festzustellen (Abb. 2, Leberfalle). Die 
Ausscheidung an Chlorid, Gesamtalkali, Natrium und Kalium ist durch 
besonders niedere Werte, wie sie sonst nicht gefunden werden, gekenn- 
zeichnet. Die geringe Zahl der untersuchten Fille zeigt betrachtliche 
Schwankungen an, verbietet aber zunaichst weiter Fo'gerungen. Ich 
beschranke mich daher auf die Wiedergabe der mittleren Re!ationen: 
Cl1/GA = 0,51, Cl/Na = 0,88, GA/Na = 1,41 und Na/K = 3,36. Auf- 
fillig sind die tiefen Ch’oridwerte. Vergleiche die Ergebnisse von 
Brule und Mitarbeitern (4), sowie von Zuckerkandl und Siedek (1, 2) 
und Glatzel (19). 

Die Ascitesfaille werden in der folgenden Ubersichtstabelle wieder- 
gegeben. 

Diverse, 

Die Abb. 2 (Diverse) zeigt eine Reihe von verschiedenen Fallen, 
die ebenfalls nach steigenden Gesamtalkaliwerten geordnet wurden. 
Man sieht, daB hier Rege!maBigkeiten fehlen. Namentlich der Gegensatz 
zu den Herzfallen ist besonders instruktiv. 


Tabelle VI. Ubersicht iiber die Relationen bei normalen und 
pathologischen Fallen, 





Fall CLUGA CljNa GA/Na Na/K 
NOPE is 6 oats SA | 0,76 0.98 1.27 3.70 
Nr i Bas rR Stieber | 
PUM a2e vc kaa a bare e's | oa an : 
Pees Stites ee se | 0,52 0,76 1,04 18,1 
ee ee 0,80 0,83 1,43 3,21 
Nierenschaden ........... 0,87 12 1,42 6,15 
Leberschéiden ........... 0,51 0,88 1,41 3,36 


BOGDUTAIS 6 chiens 68s 6a 0s 0,33 0.51 | 2.02 Lae 
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Zum SchluB dieses Teiles meiner Arbeit bringe ich 9 Abbi!dungen 
(Abb. 3 und 4), welche die Zusammenhinge der analysierten Relationen 
zeigen, die an mehreren aufeinanderfo'genden Tagen an derselben Person 
durchgefiihrt wurden. Es bedeuten die Zahlen 0 bis 20 im oberen Teil 
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der Ordinate in den jeweiligen Abbi'dungen die Anzahl 0,1-Milli- 
iquivalente. In der unteren Hilfte bedeuten die Zahlen von 0 bis 2° 
auf der Ordinate das spezifische Gewicht (strichlierte Kurve) und die 
Zahlen von 0 bis 2000 die cem Harn in 24 Stunden (voll gezeichnete 
Kurve). Auf der Abszisse ist die Anzahl der Untersuchungstage auf- 
getragen. Auf der Tafel Herzfille, Abb. 3, gehort der Fall Ba nicht in 
diese Gruppe von Erkrankungen. Bei allen Fallen sieht man, weniger 
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beim Fall Za, daB die Relationen wahrend mehrerer Tage eine auf- 


fallende Konstanz aufweisen und dab die einzelnen Kurven zueinander 
fast parallel verlaufen. Dies ist erstens ein Beweis fiir die Reproduzier- 
barkeit meiner Resultate, zweitens fiir die bei den Herzfallen gefundenen 
RegelmaBigkeiten und drittens kann man daraus folgern, daB kleinere 
Schwankungen in der Kost von keinem wesentlichen EinfluB auf die 
Ergebnisse sind. Der Fall Ba, Ascites, zeigt starke Schwankungen im 
Gesamtalkaliverlauf, denen die Natriumkurve gut folgte. Die Relation 
GA/Na andert sich demnach nur unwesentlich. Das Chlorid und das 
Kalium zeigen einen absolut unregelmaBigen Verlauf. Dieses Bild ist 
nach Tabelle VI keine Besonderheit; denn dort sieht man, daB die 
Relationen beim Ascites in jeder Weise sehr stark von der Norm ab- 
weichen, daB namentlich das Verhaltnis Na/K mit 1,12 sehr zugunsten 
der Kaliumausscheidung verschoben ist. Es werden fast ebenso viele 
Kalium- als Natriumaquivalente ausgeschieden. In Abb. 4 sind die 
Untersuchungsergebnisse einer Lebervirrhose (M.C.), die an fiinf auf- 
einanderfolgenden Tagen durchgefiihrt wurden, wiedergegeben. Niedrige 
Aquivalentzahlen bei allen Lonen charakterisieren dieses Bild. Starker 
Wechsel in der Relation Na/K. wobei das Kalium an 2 Tagen die 
Natriumausscheidung tiberwiegt. Die Chioridkurve ist in verhaltnis- 
maBig guter Relation zur Gesamtalkalikurve. 

In Abb. 4 werden beim Bild W die Relationen an einem Ikterus 
dargestellt. Man sieht im Gegensatz zur Lebercirrhose RegelmaBig- 
keiten, die an die Herzfalle erinnern. Fast paralleler Verlauf des 
Natriums und des Chiorids zum Gesamtalkali, neben einer ziemlichen 
Konstanz der Kaliumwerte sind die Charakteristica dieser Abbildung. 

Der letzte Fall, Th. M.. zeigt dic Untersuchungen an einer 62 jahrigen 
Frau ohne besonderen klinischen Befund. In den Relationen sind 
RegelmaBigkeiten nicht festzustellen. 


Zusammenfassung, 


1. An Hand von 105 Fallen werden die Relationen von Chlorid, 
Gesamtalkali, Natrium und Kalium im Harn untersucht. tabellen- und 
kurvenmabig dargestellt. 

2. Bei den Erkrankungen des Herzens im Sinne einer Insuffizienz 
wird eine auffallende Konstanz der Relationen gefunden. Es werden 
Faktoren angegeben, die eine Berechnung des Gesamtalkalis und des 
Natriumwertes aus den Chloridaquivalenten grob gestatten. Die 
Kaliumwerte sind den gréBten Schwankungen unterworfen. Die Rela- 
tion Na/K ist gegentiber der Norm zu kleineren Werten verschoben. 
Zine Aorteninsuffizienz zeigt auffallende Abweichungen von den 
anderen Fallen. 

3. Die untersuchten Nierenfdlle zeigen in mehreren Fallen ein 
Uberwiegen des Chiorids tiber das Gesamtaika!i und damit auch tiber 
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das Natrium. Es werden Zusammenhange zwischen der Chloridaus- 
scheidung und der Ammoniakb.!ldung erértert. Die dauernde Kontrolle 
der Relation Cl 'GA wird fiir das Einsetzen einer entsprechenden thera- 
peutischen und didtetischen Behand’ung empfohlen. Auf die groBe 
Verminderung der Kaliumwerte im Harn, die mit dem in der Literatur 
beobachteten Anstieg des Biutkaliums gut tibereinstimmt, wird hin- 
gewiesen und auf die Zusammenhange, die durch eine Verminderung des 
Caleciums und durch eine Vermehrung des Kaliums im Blute mit dem 
vegetativen Nervensystem bestehen, aufmerksam gemacht. 

4. Ein kurzer Uberblick iiber 14 Leberfiille und 6 Ascitesfalle zeigt 
auBerordentliche St6rungen in den Relationen an. 

5. An Hand von 9 Abbi’dungen werden Zusammenhange zwischen 
den Ionenrelationen, dem spezifischen Gewicht und der 24stiindigen 
Harnmenge dargestelit. Die Untersuchungen wurden an derselben 
Person wahrend 4 bis 5 aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt. Die 
Ergebnisse werden kurz besprochen. 

6. Es wird neuerdings gezeigt, dafs durch die Bestimmung des 
Chlorids im Harn bei pathologischen Fallen kein Aufschlu8 iiber die 
Natriumausscheidung gewonnen werden kann. 
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Die Relationen einwertiger lonen im Harn und Blut. 
Il. Mitteilung: 
Die mikroanalytische Bestimmung der Summe Natrium und Kalium 
im Harn und Blut. 
Von 
Wilhelm Hurka. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) 


(Eingegangen am 10. Oktober 1912.) 


Bei der Fallung des Kaliums als Ka!iumhexanitrokobaltiat (111) 
oder als Kaliumsilberhe xanitrokobaltiat (ILL) fallt stets, je nach den 
Bedingungen mehr oder weniger, Ammoniak mit aus und wird bei der 
nachfolgenden maBanalytischen Bestimmung der Fallung mit erfaBt. 
Deshaib witd bei diesen Methoden angegeben, daB man das Ammoniak 
entfernen mu, wenn es in gréBerer Konzentration auftritt. Die Ent: 
fernung von Ammoniak ist aber eine Operation, die zeitraubend und 
langwierig ist. Im Blute kann der durch die Mitfallung des Ammoniaks 
verursachte Fehler nach unseren bisherigen Erkenntnissen kein groBer 
sein. Ich habe die eingangs erwahnte Schwierigkeit dadurch umgangen, 
daB zunichst die Summe Natrium und Ka‘ium nach einem von mir 
ausgearbeiteten Verfahren (1) bestimmt wird. Dann wird das Natrium 
entweder acidimetrisch (2) oder nach A. Folling (3) erfaBt. Auf diese 
Weise wird der stérende Einflu8 namentlich des Harnammoniaks aus- 
geschaltet. Die Bestimmung der Summe Natrium und Kalium wurde 
bereits als Makromethede ver6ffentlicht. Da die Methcde im Serien- 
versuck immerhin eine gewisse Zeit beansprucht und bei der Ausfithrung 
von 100 und mehr Analysen ein gewisser, beachtlicher Reagentien- 
verbrauch vorhanden ist, habe ich dieses Verfahren als mikroanalytische 
Bestimmung ausgearbeitet. Im nachfo!genden wird nur die Arbeits- 
vorschrift gegeben. Beziiglich der theoretischen Grundlagen und weiterer 


Kinzelheiten verweise ich auf die beiden zitierten Arbeiten. 





Reagentien und Geriite, 

lL. H,SO,4 konz. D —- 1,84, 2. HNO, konz., 3. Bariumhydroxyd- 
lésung gesittigt. Man bereitet das Reagens durch Auflésen von 35g 
Bariumhydroxyd (plus 8 Mol Kristallwasser) p. a., alkalifrei, in LOCO ecm 
Wasser, filtriert nach 1 Tag den Bodensatz ab und bewahrt die Lésung 
in einer Schliffflasche auf. Eine neuerlich entstehende Triibung wird 
vernachlissigt. 4. n/100 Salzsiure genau eingestellt. 5. Mischindikator: 
1g Methylorange, 2,5¢ Indigocarmin auf 1000 cem. In alkalischer 
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Lésung ist die Farbe ge!lbgriin, bei py = 4 ist die Farbe grau 
und darunter verschiebt sich die Farbe gegen violett. Er ist in einer 
braunen Flasche aufzubewahren und vor Gebrauch gut durch- 
zuschiitte!n (4). 6. Athanol, 96 %ig. 7. Kin G'asrohr mit ausgezogener 
Spitze als Gaseinleitungsrohr. 8. Kohlendioxyd-Kipp mit einer Wasch- 
flasche, die mit 10% ger Natriumcarbonatlé:ung beschickt ist. 9. Eine 
Pipette zu lcem und eine zu 2cem. 10. Mikro-Ajeldahl-Kolben aus 
Quarz mit kurzem Hals (Lange 3cm) und Ausgu8. 11. Zentrifugen- 
gliser, die man mit AusguB versieht. 12. Rundk6i behen zu 160 cem zur 
Titration. 
Ausfiihrung der Bestimmung. 


leem Harn (2 cem Blut, Plasma oder Serum) bringt man mit der 
Pipette in ein Mikro-Ajeldahl-Koibchen mit kurzem Halz aus Quarz, 
fiigt zwei Tropfen konz. Schwefe!saure zu (bei Blut etwas mehr) und etwa 
leem konz. Salpetersiure und verascht. Ist die Fliissigkeit klar ge 
worden, so raucht man die Schwefe'sdéure im Quarzk6lbchen voli kommen 
ab und vertreibt durch starkes Erhitzen auch die Jetzten Reste aus dem 
K6:behen. Sollten keine Schwefe!siuredimpfe entweichen, so wurde 
anfanglich zu wenig Schwefelsaure zugesetzt und Man mu jetzt neuerlich 
Saure zufiigen und diese muB wieder abgeraucht werden. Man /aBt das 
Kélbchen etwas abkiihlen, wascht die Wande mit 4 ccm heiBem destil- 
liertem Wasser ab, erhitzt zum Sieden und lést so die Sulfate des 
Natriums und des Kaliums vollkommen auf. Zu der siedend heifBen 
Loésung fiigt man 2 cem Bariumhydroxydlésung, kocht wieder auf und 
leitet wihrend 5 Minuten Koh!end:oxyd in die Lésung. Das Kélbchen ist 
leicht schrag gestellt. Die Lésung sol! gut in Bewegung geraten. Dann 
wird-das Gaseinleitungsrohr mit 96 %igem Athanol aus- und abgespii't, 
der Ko!beninhalt langsam zum Sieden erhitzt: das Athanol entweicht 
und darf nicht mit ge ber Flamme verbrennen, da sonst zu stark 
gekocht wurde und Natriumverl!uste eintreten. Man !aBt 5 Minuten sieden 
und spiiit dann das Reaktionsgemisch in ein Zentrifugenglas mit 
Ausgu8 iiber. Man wascht zweima! mit Athanol nach. Jetzt wird waihrend 
2 Minuten mit 2000 bis 3000 Touren zentrifugiert. Die Fliissigkeit wird 
nun ohne den Niederschlag aufzuwirbe!n in das 100-cem-Rundk6élbchen 
gegossen, der Niedersch'ag zweimal mit 2 cem Athanol unter Aufwirbeln 
mit einem G'asquirl ausgewaschen. Nach jedem Waschen wird zentri- 
fugiert. Die Waschfliissigkeiten werden in das Rundkélbchen gegossen. 
Dieses stellt man auf ein Sandbad und bringt den Inhalt zur Trockne, 
lést in 5cem warmen Wasser, fiigt 2 Tropfen Indikator zu und titriert 
mit n/100 Salzsaure auf grau. Beim Aufkochen verschwindet die Farbe 
Man |aBt 5 Sekunden sieden, kiih't ab und titriert dann wieder auf grau 
Die verbrauchten cem n/100 Saure geben die Anzahl 0.01 Milliaqui 
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valente Natrium und Kalium in 1 cem Harn, bzw. in 2cem Blut an 
Das Natrium wird nach einer der iib!ichen Methoden bestimmt und so 
das Kalium aus der Differenz errechnet. 


Beleganal ysen. 
i com n/10 Natriumehloridlésung mit Zusatz von Caleium- und Magne- 


sjumsalzen: 


Gefunden: 1. 9,77, 2. 9,77, 3. 10,02 cem n/100 Salzsaure 
Berechnet: 1. 10,00, 2. 10,00, 3. 10,00 cem n/100 Salzsaure. 


Zusammenfassung, 


Die mikroanalytische, acidimetrische Bestimmung der Summe 
Natrium und Kalium im Harn und im Blut wird beschrieben. 


Literatur, 


1) W. Hurka, Zeitschr. f. physiol. Chem. 271, 214, 1941, 2) Derselbe, 
ebenda, im Erscheinen. — 3) A. Folling, Skand. Arch. Physiol. 64, 30, 1931; 
nach K. Hinsberg, Medizinisch-chemische Bestimmungsmethoden, Berlin 
1936; Chem. Centralbl. 1981, T, 3030 4) I. M. Kolthoff, Die MaBanalvse, 
II, Berlin 1928 
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Uber Kohlensiiureanhydrase. 
Bemerkungen zu Veréffentlichungen von M. Leiner. 
Von 
Manfred Kiese. 

(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin 
(Eingegangen am 15, Junt 1942.) 


Mit 2 Abbildungen im Text 


In einer Reihe von Veréffentlichungen hat Leiner tiber Kohlen 
saureanhydrase berichtet. Dabei hat er auch in der Erérterung det 
Befunde anderer Autoren w:ederholt Ergebnisse meiner Untersuchungen 
zitiert. In diesen Berichten iiber meine Untersuchungen werden wesent 
liche Dinge immer wieder falsch dargestellt. 


Besonders bedenklich in dieser Hinsicht ist Leiners Referat tiber 
eine meiner Arbeiten! in den ,,Berichten tiber die wissenschaftliche 
Biologie‘‘?, an einer Stelle also, an der jeder Wissenschaftler eine sachlich 
richtige Beschreibung der wesentlichen Ergebnisse einer Arbeit erwartet 
Dort berichtet Leiner von einer Unsicherheit meiner manometrischen 
Messungen der Hydratation von COs, da nicht bekannt sei, wieweit die 
benutzte Apparatur die Diffusion von CO, ausschalte. In meiner Arbeit 
(S. 401, letzter Absatz) wurde fiir diese Fragen auf eine frithere Arbeit? 
verwiesen, in der beschrieben ist: ..das ReaktionsgefaB wurde mit einer 
Geschwindigkeit von 600 bis 700 Doppelschwingungen pro Minute ge 
schiittelt, um Verzerrungen durch D.ffusion zu vermeiden.‘ Leiner 
berichtet dann, daB mein MaB, Cyerment. fiir die tiber die Kohlensiure- 
anhydrase verlaufende Hydratation von CO. nicht durch Abzug der 
unkatalysierten Reaktion von der Gesamtgeschwindigkeit gewonnen 
werde. In meiner Arbeit ist jedoch zu lesen (S. 402, letzter Absatz, ff.), 
daB zur Berechnung der durch das Ferment umgesetzten Menge CO. 
die Hydratationsgeschw:ndigkeit in Pufferiédsung allein von der Ge 
schwind gkeit der Hydratat.on von CQ, in einer Lésung von Ferment 
in der gleichen Pufferiésung abgezogen wurde. Von den Untersuchungs 
ergebnissen tiber den Einflu8 des CO.-Druckes auf d’e Hydratation 
durch die Kohlensiureanhydrase berichtet Leiner, daB die katalytisehe 


' M. Kiese, diese Zeitschr. 807, 400, 1941. 2 M. Leiner, Ber. wiss 
Biol. 57. 668, 1941. ’ M. Kiese, diese Zeitschr. 307, 207, 1941 
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Wirksamkeit des Ferments mit zunehmendem CO,-Druck sinke, , nach 
Kiese bei Anwendung des Ausdruckes Cyrene bis zu einem Grenzwert‘. 
Aus der Abb. 2 (8. 405) ist jedoch unscl.wer zu ersehen, daB Cperment mit 
steigendem CQ,-Druck bis zu einem Grenzwert zuwnimmt. SchlieBlich 
vermiBt Leiner Angaben tiber die Fermentdarstellung. Die Darstellung 
des Ferments ist auf 8. 403 skizziert und auf frithere Untersuchungen! 
verwiesen, 

Im Zusammenhang mit Erérterungen iiber den KinfluB des CQg- 
Druckes auf die Wirksamkeit der Kohlensiureanhydrase schreibt 
Leiner an anderer Stelle2: ,,1941 hat Kiese die Leinerschen Messungen 
wiederholt.** Das ist ebenfalls unzutreffend. Leiner? hat die Dehydra- 
tation von HCO, in Lésungen von gleicher Konzentration an Phos- 
phat, Bicarbonat und Kohlenséureanhydrase in Gegenwart von ver- 
schiedenen CO.-Drucken gemessen. Unter diesen Bedingungen waren 
zwei Faktoren, die den Umsatz durch Kohlensiureanhydrase ganz, 
wesentlich bestimmen, unbekannt und variabel: die Wasserstoffionen- 
konzentration und die Substratkonzentration. Die von Leiner unter 
diesen Bedingungen beobachtete Abnahme der Fermentwirkung mit 
steigendem CO,-Druck ist im wesentlichen durch die Erhéhung der 
Wasserstoffionenkonzentration bedingt, deren starke Anderung (COo- 
Drucke von 0 bis 380 mm in m/60 Phosphat mit einem urspriinglichen 
pu von 6,81!) Leiner gar nicht beriicksichtigt. 

Ich4 habe die Hydratation von CO, durch Kohlenséiureanhydrase 
bei definierter Wasserstoffionenkonzentration und definiertem COg- 
Druck (Substrat) bestimmt. Der Wert der Leinerschen Messungen fiir 
die Analyse der Kinetik der Kohlensiureanhydrase muB durch den 
Mange! definierter Bedingungen fraglich erscheinen. 


An anderer Stelle® (8.38) erértert Leiner meine ersten Unter- 
suchungen tiber die Hydratation und Dehydratation durch Kohlen- 
siureanhydrase ®, weist darauf hin, daB diese Messungen bei verschiedenen 
CO,.-Drucken verliefen, und schreibt dann: ,,zwar behaupten die Ver- 
fasser in der gleichen’? Arbeit, daB sich die Schnelligkeitskonstanten 
nicht merklich anderten, wenn die COQ,-Konzentration in weitem Gebiet 
(50 bis 1100 mm Hg) geaadert werde. Sie fanden z. B. bei einem CO¢- 
Druck von 50mmHg Keo, = 0,007 und von 1lW0mmH¢g Keo, 

0,0076* und spiiter: den hemmenden Einflu8 héherer CO,-Drucke 
auf die Ferment-Katalyse bestitigt Aiese 1941, ohne auf seine anderen 


' M. Kiese u. A. B. Hastings, J. of biol. Chem. 182, 281, 1940. 
2M. Leiner u. G. Leiner, diese Zeitschr. 311, 119, 1942. 3 Dieselben, Biol. 


Zentralbl. 60, 449, 1940. 1M. Kiese, diese Zeitschr. 307, 400, 1941. — 
5 M. Leiner, Biol. Zentralbl, 62, 28, 1942. 6 M. Kiese u. A. B. Hastings, 


J. of biol. Chem. 1382, 281, 1940. 7 Von mir Kursiv gesetzt 
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Ergebnisse vom Jahre vorher, die in einer amerikanischen Zeitschrift 


| 
i 
ii 
ii 
if 
iW 


erschienen sind, Bezug zu nehmen’. Diese Angaben sind samtlich 
unrichtig. In der angezogenen amerikaniscken Arbeit sind tiberhaupt 
keine systematischen Untersuchungen tiber den EinfiuB des COs- 
Druckes auf die Hydratation oder Dehydratation durch Koh!ensaure- 
anhydrase beschrieben worden. Die Geschwindigkeitskonstanten hat 
Leiner einer anderen Arbeit! von mir entnommen, in der gar nicht 
Kohlenséureanhydrase behande!t wird, sondern die wunkatalysierte 
Hydratat:on von CO, und die kalulytische Wirkung schwacher Sduren! 
Durch die Ubereinstimmung der Geschw:ndigkeitskonstanten bei ver- 
schiedenen CO,-Drucken wurde gezeigt, daB eine Behandiung der 
unkatalysierten und der durch schwache Sauren katalysierten Hydrata- 
tion von CO, a!s Reaktion erster Ordnung gerechtfertigt ist. Die Reihe 
heiBt iibrigens vollstandig: 


bei einem CO,-Druck von 50mm Hg Keo, 0,0070 
ce 100 a 0.0075 

aU 3. Ss “i 0.0072 

500. 0.0077 

ie s 0,0076 


Da8B ich auch iiberhaupt keinen hemmenden EinfluB héherer CO, 
Drucke bestatigt habe, ist bereits erértert. 

Der EinfiuB der Wasserstoffionen auf die Aktivitat der Kohlen- 
siureanhydrase erwies sich nach meinen Untersuchungen? als eine 
Hemmung, wobei sich ein einfacher Zusammenhang zwischen Wasser- 
stoffionenkonzentration und Hemmung ergab. Bei den Messungen wurde 
bei gleichem Sattigungsgrad des Ferments mit Substrat (CO.) die 
Hydratation durch Kohlensiureanhydrase fiir eine jeweils genau 
definierte Wasserstoffionenkonzentration ermittelt. Leimer® bezeichnet 
nun meine Feststellung, daB die Aktivitaét des Ferments von py 6 bis 9 
zunimmt, als eine ,,unvoilstandige Auslegung der MeBbefunde, die 
physiologisch irrefiihrend ist**. Was die ..unvollstandige Auslegung der 
MeBbefunde* betrifft, so bin ich in der Auslegung so weit gegangen, aus 
der Abhangigkeit der Fermentaktivitét von der Wasserstoffionen 
konzentration zu schlieBen, daB die Aktivitat des Ferments vom Ladunys 
zustand einer dissoziierenden Gruppe des Ferments (oder mehrerer mit 
aihnlicher Dissoziationskonstanten) bestimmt wird. Diese Feststeliungen 
sind auch nicht physiologisch irrefiihrend, vie‘mehr mul} jede Analyse 
des Wirkens der Koh!ensiureanhydrase im Organismus die starke Ab 
hingigkeit der Fermentaktivitat von der Wasserstoffionenkonzentration 


1 M. Kiese u. A. B. Hastings, J. of biol. Chem. 182, 267, 1940 
2M. Kiese, diese Zeitschr. 307, 400, 194] > VW. Leiner u. G. Leiner, 
ebenda 311, 135, 1942 
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beriicksichtigen. Leiner meint: .,Die errechenbare relative Hemmung 
der Fermentkatalyse durch fallendes py wird durch die verstirkende 
Wirkung der H-lonen auf die unkatalysierte Reaktion ausgeglichen.”’ 
Zunachst ist es nicht méglich, mit einem Ausgleich durch ,,verstarkende 
Wirkung‘: auf die unkatalysierte Reaktion zu argumentieren, wenn es 
sich um die Frage des EKinflusses von Wasserstoffionen auf die Ferment- 
Katalyse handelt. AuBerdem haben simtliche Untersucher! *:* iiber- 
einstimmend gefunden, daB die Reaktion von CO. mit Wasser durch 
H-lonen nicht katalysiert wird. Hydroxylionen beschleunigen die 
Reaktion. Leiner kam zu dem SchluB, daB die Kohlenséureanh ydrase 
in ihrer Aktivitét durch Wasserstoffionen nicht beeinflu8t wird, durch 
folgende Versuche*°. Er maB8 die Dehydratation von Kohlensaure 
manometrisch im Warburg-Apparat, indem er zu Phosphatlésungen 
von verschiedenem bekanntem py zwischen 5 und 8 immer eine gleiche 
Menge Bicarbonat zusetzte. Als Mab fiir die Reaktionsgeschwindigkeit 
wahlte er die Menge COs, die in der ersten Minute nach Zusatz des 
Bicarbonats im Gasraum erscheint. In anderen Versuchsreihen wurden 
die gleichen Versuche in Gegenwart bestimmter CO.-Drucke durch- 
gefuuhrt. Die in der ersten Minute freigesetzte CO.-Menge nahm mit 
steigendem py ab. Vgl. hierfiir und fiir die folgenden Ausfiihrungen 
Leiners* Abb. 12 und 13 auf 8.463 und 464. Wurde den Lésungen 
Kohlensdureanhydrase zugesetzt, so nahm die in der ersten Minute 
freigesetzte CO.-Menge bei allen py-Werten zu. War Luft im Gasraum 
des Warburg-Gefai®es, so war die durch das Ferment bedingte absolute 
Zunahme an CQ, in der ersten Minute bei pa 5,3 etwa dreimal so grok 
wie bei px 8. In Gegenwart von 5,8° CO, im Gasraum und einer ent- 
sprechenden Konzentration in der Lésung war die durch das Ferment 
bedingte absolute Zunahme an CO, im ganzen py-Bereich etwa gleich. 
Daraus zog Leiner den SchluB, daB die Aktivitdt der Kohlensdéureanhydrase 
durch -Wasserstof/ionen nicht beeinfluBt wird. Dazu ist zunachst fest- 
zustellen, daB die angegebenen py-Werte wenig genau sind. Die Zugabe 
von Bicarbonat zu den Phosphatlésungen dndert deren py, und zwar 
ist das AusmaB der Anderung verschieden, je nach dem urspriinglichen 
pu der Lésung. Wird die Lésung mit 5,8% CO, ins Gleichgewicht 
gesetzt, so tritt damit eine weitere erhebliche py-Anderung ein. Aus 
Leiners kinetischen Messungen ist zu ersehen, da die unter diesen 
Bedingungen als px 8 angegebene Lésung tatsachlich ein py von etwa 7 
hat. Die von Leiner fiir die Messungen benutzte Apparatur ist fiir diese 


' @. Faurholt, J. chim. physique 21, 400, 1924. * R. Brinkman, 

R. Margaria u. F. J. W. Roughton, Phil. transact. roy. soc. London (A) 232, 

165, 1935. — ° W.C. Stadieu. H. O’ Brien, J. of biol. Chem. 108, 521, 1933. 

4 M. Leiner u. G. Leiner, Biol. Zentralbl. 60, 463, 1940. 5 Dieselben. 
diese Zeitschr. 311. 119, 1942. 
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Zwecke unzulanglich, da die Diffusion von CO, die Messungen erhe blich 
verzerrt. Was Leiner als ..Normalreaktion®: (Geschwindigkeit der 
Dehydratation von H,CO, in dem Gemisch von Phosphat + Bi 
carbonat) bezeichnet, entspricht nicht der Geschwindigkeit der unkataly 
sierten Dehydratation von H.CQsz, vielmehr der Summe von unkataly 
sierter Reaktion -+- katalytischer Wirkung von Phosphat. Die kataly 
tische Wirkung des Phosphats kommt den HPO,-Ionen zu!. Da in 
Leiners Lésungen die Konzentration an Gesamtphosphat konstant 
ist, wechselt die HPO,-Konzentration mit dem py. Somit ist noch 
eine weitere geschwindigkeitsbestimmende unkontrollierte Variable in 
Leiners Messungen. Abgesehen von diesen Fehlern ist der Schlub 
falsch, die Aktivitat der Kohlensaureanhydrase ware in den verschiedenen 
Lésungen bei Anwesenheit von 5,8°, COs gleich. Die Versuchserge bnisse 
bedeuten nur, daB das Ferment bei verschiedenem py die gleiche Menge 
CO. freigesetzt hat. Diese Tatsache ist nicht identisch mit gleich 
bleibender Aktivitat. Unter Leiners Versuchsbedingungen schwankt 
namlich die Substratkonzentration von etwa 10-3 Mol/Liter bei py 5 
bis etwa 10-6 Mol /Liter bei py 8. Nun ist in diesem Bereich der Substrat- 
konzentrationen der tiber das Ferment verlaufende Umsatz sehr stark 
von der Substratkonzentration abhangig. Somit tritt bei Abnahme 
der Wasserstoftionen ein gewisser Ausgleich zwischen der Zunahme 
der Aktivitat und der Abnahme der Substratkonzentration ein. Da 
bei niedrigen Substratkonzentrationen zwischen dieser und dem Umsatz 
durch das Ferment eine fast geradlinige Beziehung besteht, kommt 
man einer Bestimmung des Finflusses der Wasserstoffionen nahe, wenn 
man bei verschiedenem py nicht den absoluten Umsatz tiber das Ferment 
vergleicht, sondern die relative Beschieunigung des Umsatzes durch das 
Ferment. So betrachtet, bestatigen Leiners Messungen, wenn auch nicht 
quantitativ, so doch grundsitzlich die starke Zunahme der Ferment. 
aktivitét von pu 5 bis pu 5. 

Ausgehend von seinen Beobachtungen tiber die Beeinflussung der 
Wirkung der Kohlensiureanhydrase durch eine Reihe von Stoffen und 
der an diesen Untersuchungen geiibten Kritik erértert Leiner wiederholt 
die Méglichkeit einer ungleichmaBigen Katalyse der Hydratation von 
CO, und Dehydratation von H,COs. Er zog aus einer Reihe von 
Untersuchungen den SchluB?, daB es Stoffe gibt, die nur die Hydratation 
durch Kohlensaureanhydrase férdern, und andere, die nur die Dehydra- 
tation durch Kohlensaureanhydrase férdern. Bakker® und ich+ haben 
unabhaingig voneinander gezeigt. daB in Ubereinstimmung mit der 


1 FL. J. W. Roughton u. V.H. Booth, Biochem. J. 32, 2094, 1938 
* M. Leiner u. G. Leiner, Biol. Zentralbl. 60, 449, 1940. — *% A. Bakker, 
Biol. Zentralbl, 61, 502, 1941. 4M. Kiese, Naturwiss. 30, 122, 1942 
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Thermodynamik unter den Bedingungen, unter denen die Aktivierung 
der Kohlensdureanhydrase vorhanden ist, diese die Hydratation und 


Dehydratation in gleicher Weise betrifft. wenn man unter vergleich- 


baren Bedingungen mibt. 

Leiner! versucht die Bedeutung dieser Feststellung dadurch zu 
entkraiften, daB er auf die Denaturierung des Ferments durch das 
schneile Schiitteln des ReaktionsgefaBes bei meinen Messungen hinweist. 
Ferner erwahnt er” Untersuchungen von Stadie und O’ Brien®, in denen 
iiber eine ungleichmaBige Beeinflussung von Hydration und Dehy- 
dratation durch Kohlenséureanhydrase (ohne Aktivator) berichtet wird, 
und versucht meine fritheren Untersuchungen? zu kritisieren, in denen 
die gleichmaBige Beeinflussung von Hydratation und Dehydratation 
vezeigt wurde, die aber nach Leiners Meinung wegen der Messung 
von Hydratation und Dehydratation unter verschiedenen Bedingungen 
nicht beweiskraftig sind. Auf die methodischen Fragen wird unten 
noch eingegangen. Die Beobachtungen von Stadie und O’ Brien sind 
fiir die Beurteilung der Frage der gleichmaBigen oder ungleichmaBigen 
Beeinflussung von Hydratation und Dehydratation durch Kohlensaure- 
anhydrase nicht zu verwerten, da Hydratation und Dehydratation bei 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen gemessen wurden. Um 
diese Schwierigkeiten auszuschalten, habe ich® die Gleichgewichtslage 
in Phosphat bei gleicher Anfangskonzentration von CO, bzw. H.C Os 


mit und ohne Ferment verglichen. Sowohl bei Messung der Dehydrata- 
tion, wie der Hydratation stellte sich jeweils ohne und mit Ferment der 
gleiche Gleichgewichts-C O,-Druck ein. Aus der gleichen Gleichgewichts 
lage mit und ohne Ferment wurde geschlossen, daB das Ferment beide 
Reaktionen, die das Gleichgewicht bestimmen (Hydratation und De- 
hydratation), gleichmaBig beeinfluBt. Die Bestimmung der Gleich- 


gewichtslage ist insefern besonders giinstig, als damit Hydratation und 
Dehydratation unter ganz gleichen Bedingungen (py, COs- und H,CO,- 
Konzentration, Fermentkonzentration) erfaBt werden. Da man in einer 
Lésung bei ausreichender Durchmischung nur eine Wasserstoffionen- 
konzentration, eine CO.-Konzentration und eine Fermentkonzentration 
haben kann, sind Leiners® Angaben, wir hatten Hydratation und Dehy- 
dratation nicht bei gleichem py, gleichem CO,-Druck und gleicher Fer- 
mentkonzentration gemessen, fa'sch. Leiner druckte zur Demonstration 
seiner Ansichten eine unserer Abb.’dungen nochma's ab (Leiner1!, 8. 38, 
Abb. 3a — die Ubersetzung des Titels der Abbi/dung ist iibrigens 
unrichtig) und wiederholte die Darstellung unserer Daten nochmals unter 


1 M. Leiner, Biol. Zentralbl. 62, 38, 1942. — 2 M. Leiner, ebenda 30, 
240, 1942. — 3 Derselbe, Biol. Zmtralbl. 62, 38, 1942. — 4 W. C. Stadie u. 
H. O’ Brien, J. of biol. Chem. 103, 521, 1933. — ® M. Kieseu. A. B. Hastings, 
ebenda 132, 281, 1940. — ® M. Leiner, Biol. Zentraibl, 62, 38, 1942. 
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Anderung der von uns gewahlten Ordinate (Leiner!, 8.39, Abb. 3b). 
Es handeit sich um die Darstellung von Versuchen, in denen die Hemmung 
der Koh!ensaureanhydrase durch Jod und die nachherige Aufhebung der 
Hemmung durch Ascorbinséiure gezeigt wurde. Hydratation und Dehy 
dratation wurden nacheinander in der gleichen Lésung gemessen. Bei 
der Hydratationsmessung fiihrte die unkatalys:erte und die katalysierte 
Reaktion zum gleichen Gleichgewicht und bei der Dehydratations- 
messung fiihrten ebenfalls katalysierte und unkatalysierte Reaktion 
zum gleichen Gleichgewicht. DaB das Gleichgewicht beim Hydratations- 
versuch bei einem anderen COs-Druck lag als das des Dehydratations 
versuchs, ist nach der Versuchsanordnung selbstverstandlich und nach 
den vorstehenden Erérterungen ganz belang!os. Entscheidend ist nur, 
ob m:t und ohne Ferment unter den gleichen Bedingungen dasselbe 
Gleichgewicht erreicht wird, und das ist der Fal!. In unserer Abbildung 
sind alle kinetisch interessanten Daten wie Druckanderung und Gleich 
gewicht klar und anschaulich wiedergegeben. Die Umzeichnung der 
Abbildung, wobei fiir den Hydratations- und Dehydratationsversuch 
die gleiche Ordinate benutzt wird, ist iitberfliissig, da sie nichts Neues 
bringt. Um Piatz in einer wissenschaftlichen Zeitschrift zu sparen, 
hatten wir 1939 in U.S. A. fiir den Hydratationsversuch den haiben 
MaBstab der Ordinate des Dehydratationsversuches gewahit. 


Nachdem ich vor einem Jahre Messungen iiber. die Denaturieruny 


von Kohlensiureanhydrase an einem bestimmten Fermentpréparat 
unter den Bedingungen meiner Bestimmung der Hydratation von CO, 


mitgeteilt habe?, berichtet jetzt auch Leiner? iiber die Denaturierung 
des Ferments durch Schiitteln und sieht darin einen erheblichen Nachteil 
dieser Methode. Er unterlaBt es aber, darauf hinzuweisen, daB dieser 
Fehler auf ganz einfache Weise aus den kinetischen Messungen zu 
eliminieren ist und in meinen Messungen eliminiert wurde**. Ich 
habe nicht nur wegen der Denaturierung der Kohlensiiureanhydrase 
im Verlauf der Reaktion, sondern auch wegen der Anderung det 
Wasserstoffionenkonzentration und wegen der gegenliiufigen Reaktion 
die Reaktionsgeschwindigkeit jeweils fiir den Anfang der Reaktion 
(Reaktionszeit 0) ermittelt, denn nur zu diesem Zeitpunkt sind 
definierte Verhaltnisse gegeben. Auch in einer 27 Seiten umfassenden 
Erérterung der Methcden zur Untersuchung der Kohlensiureanhy 
drase> finden diese methodisch wichtigen D.inge keinen Platz. Und 
doch hat d.e manometrische Methode bei korrekter Anwendung. bis- 

1M. Leiner, Biol. Zentralbl. 62, 38, 1942. 2 M. Kiese, diese 
Zeitschr. 307, 400, 1941. — 3 M. Leiner, Naturwiss. 30, 240, 1942. 
4M. Kiese, diese Zeitschr. 307, 207, 1941. — ®> M. Leiner u. G. Leiner, diese 
Zeitschr. 311, 119, 1942. 
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her das Wesentlichste in der Analyse der Kinetik der Kohlensdure 
anhydrase geleistet und mu von den vorhandenen Methcden als die 
beste bezeichnet werden. da sie die Messung unter iibersichtlichen 
Verhaltnissen gestattet. 


Wichtig ist bei der manometrischen Messung der Hydratation von 
CO, oder der Dehydratation von H,CO, ein schneller Gasaustausch 
zwischen Gas- und Filiissigkeitsphase. Dieser kann durch schnelles 
SchiitteIn des ReaktionsgefaiBes erreicht werden. Fiir die von mir mit der 
manometrischen Methode gemessenen Geschwindigkeiten fand ich bei 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Verzerrung der manometrischen Messung der Hydratation von CO, durch die Diffusion 
und ihre Ausschaltung durch hohe Schiittelgeschwindigkeit des ReaktionsgefiBes bei kleiner 


Hydratationsgeschwindigkeit. Temperatur 0,5°. 10 cem Carbonat 0,1 mol., py 9,2. tas- 
raum 77.5 cem, Schiittelgeschwindigkeit: 
Kurve Nr. 1 2 3 4 5 6 
Zeichen XX eee O]}]O +++ +++ C00 
» Doppelschwingungen pro Minute 180 250 350 450 630 86750 


Abb 2. Verzerrung der manometrischen Messung der Hydratation von CO, durch die Diffusion 
und ihre Ausschaltung durch hohe Schiittelgeschwindigkeit des ReaktionsgefiGes bei hoher 
Hydratationsgeschwindigkeit. Beschleunigung der Hydratation durch 0,1 - 10-* Mol/Liter 


Brom. 10 cem Carbonat 0,1 mol., py 8,2. Temperatur 0,5°. Gasraum 77,5 cem. Bezeichnung 
der Kurven wie in Abb, 1, 


dem von mir vei wendeten ReaktionsgefaB und den verwendeten Fhissig - 
keitsmengen eine Schiitte geschwindigkeit von 700 Doppelschwingungen 
pro Minute ausreichend. Leiner! (8.121) zweifelt das an: ,,wieweit 
bei einer Schiittelgeschwindigkeit von 600 bis 700 Doppelschwingungen 
pro Minute der DiffusionseinfiuB ausgeschaltet ist, ist ungewiB (siehe 
z. B. bei Luckner)*. In der angezogenen Arbeit von Lackner? wird 


1M. Leiner u. G. Leiner, die-e Zeitschr. 811, 119, 1942. * H. Luckner, 
Pfliigers Arch, 241, 755, 1939 
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iiberhaupt nichts tiber die Rolle der Diffusion bei der manometrischen 
Messung der Hydratation von CO, gesagt, geschweige denn irgendwelche 
in dieser Hinsicht verwertbaren experimentellen Ergebnisse mitgeteilt. 
Luckner sagt lediglich, daB Roughtons manometrische Methode zur 
Messung der Geschwindigkeit des CO g-Austausches zwischen dem Erythro- 
cyten und der Umgebung nicht geeignet ist. Das ist sicher richtig, betrifft 
aber ein ganz anderes Problem. Ob die Schiittelgeschwindigkeit des 
ReaktionsgefaBes fiir eine bestimmte Reaktionsgeschwindigkeit aus- 
reicht, um die Verzerrung durch die Diffusion auszuschalten, ist sehr 
einfach durch Anderung der Schiittelgeschwindigkeit zu priifen. Tritt 
mit Erhéhung der Schiitte|geschwindigkeit eine Zunahme der Reaktions- 
geschwindigkeit ein, so war die NSchitittelgeschwindigkeit nicht aus- 
reichend. Auf solche Priifungen stiitzen sich meine Angaben tiber die 
Ausschaltung der Diffusion. Ich habe soleche Daten seinerzeit nicht 
verOffentlicht, weil sie mir als methodische Selbstverstandlichkeiten 
erschienen. Da sie aber gleichzeitig demonstrieren, daB bei Verzerrung 
der Messung durch Diffusion ein katalytischer Effekt quantitativ falsch 
erfaBbt wird, seien sie hier noch nachgetragen. Die Daten stammen aus 
den Vorarbeiten fiir die bereits veréffentlichten Untersuchungen!. Die 
Methodik ist in jenen Untersuchungen beschrieben, Da der Reaktions- 
verlauf iiber mehrere Minuten verfolet werden mute, wurde zur Be- 
schleunigung ein Katalysator gewahit, der beim Schiitteln nicht zerstort 
wird: Brom? (Abb. 1 und 2). 


1M. Kiese, diese Zeitschr. 307, 207, 400, 1941. — * M. Kiese u. A. B 
Hastings, J. of biol. Chem, 182, 267, 1940. 
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